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[RESUMEN:

Antecedentes y Objetivos: Tigridia pavonia fue propuesto como un taxon alotetraploide 2n=4x=28, pero sin
evidencia citogenética que sustente su origen hibrido. Es una especie de amplia distribuciéon en México y sus
poblaciones carecen de una formula cariotipica y un analisis detallado de los cromosomas con satélites como
criterio para determinar el numero de organizadores nucleolares que confirmen o no dominancia nucleolar. En
este trabajo se analiza y describe el nimero y arquitectura cromosomica de 7. pavonia de una poblacién mexica-
na, en busqueda de evidencias que soporten o descarten su origen hibrido y se propone una férmula cariotipica
acorde al nivel y origen de ploidia.

Meétodos: Se utiliz6 una técnica de extendido en superficie y secado al aire que incluye maceracién enzimatica
y choque hipotdnico en meristemos radiculares para obtener los cromosomas en mitosis de seis individuos de 7.
pavonia, nativa de la Reserva Ecologica del Pedregal de San Angel, en la Ciudad de México.

Resultados clave: Se confirm6 un cariotipo bimodal con 28 cromosomas que, de acuerdo a su similitud morfo-
logica, fueron incluidos en siete grupos de cuatro cromosomas homologos cada uno. Los cromosomas del grupo
mas pequeflo exhibieron constricciones secundarias asociadas a macrosatélites lo que evidenci6 ausencia de
dominancia nucleolar o amfiplastia diferencial. En el grupo de cromosomas grandes se observaron configura-
ciones que sugieren rearreglos por translocaciones. Se propone la formula 6m + 8sm para el cariotipo haploide.
Conclusiones: Citogenéticamente, la presencia de cuatro satélites descarta un origen alotetraploide y la eviden-
cia de posibles translocaciones se correlaciona con fragmentos, cromosomas B y centromeros fragiles obser-
vados en otras especies del género. Lo anterior apoya el papel activo de las translocaciones en la conformacion
del cariotipo bimodal de 7. pavonia.

Palabras clave: ausencia de dominancia nucleolar, autotetraploide, citogenética, rearreglos cromosoémicos,
satélites.

ABSTRACT:

Background and Aims: 7igridia pavonia was proposed as an allotetraploid taxon 2n=4x=28, but without
cytogenetic evidence supporting its hybrid origin. It is a widespread species in Mexico and its populations lack
karyotype and detailed analysis of chromosomes with satellites as a criterion to determine the number of nu-
cleolar organizers that confirm or not nucleolar dominance. In this paper, we analyze and describe the number
and chromosome architecture of 7. pavonia from a Mexican population in search of evidences that support or
discard its hybrid origin and we propose a karyotype according to the level and origin of ploidy.

Methods: A surface spreading and air drying technique was used that includes enzymatic maceration and hy-
potonic shock in meristem roots to obtain mitotic chromosomes from six individuals of 7. pavonia native to the
Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, Mexico City.

Key results: A bimodal karyotype with 28 chromosomes was confirmed, which according to their similar mor-
phology were included in seven groups of four homologous chromosomes each. All chromosomes in the smallest
group exhibited secondary constrictions associated to macrosatellites and this shows the absence of nucleolar do-
minance or differential amphiplasty. Moreover, in the group of largest chromosomes configurations were observed
that suggest rearrangements by translocations. The haploid karyotype 6m + 8sm is proposed here.

Conclusions: Cytogenetically, the presence of four satellites discards an allotetraploid origin and the evidence
of possible translocations correlates with fragments, B chromosomes and fragile centromeres observed in other
species of this genus. This supports the active role of translocations in the conformation of bimodal karyotype
of T. pavonia.

Key words: absence of nucleolar dominance, autotetraploid, chromosomal rearrangements, cytogenetics, sa-
tellites.
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INTRODUCCION

El género Tigridia Jussieu pertenece a la familia Iri-
daceae, subfamilia Iridoideae, tribu Tigridiae, subtribu
Tigridiinae (Goldblatt, 1982) y agrupa entre 50 y 55 es-
pecies (Goldblatt et al., 2008; The Plant List, 2013) que
se distribuyen en México, América Central y los An-
des. En México el género esta representado por 35 taxa
entre especies y variedades, y la nativa Tigridia pavo-
nia (L.f.) DC. es la especie de mas amplia distribucion
(Calderon de Rzedowski, 1987; Henrich y Goldblatt,
1994; Lopez-Ferrari y Espejo, 1994; Rodriguez y Syts-
ma, 2006). Se le encuentra principalmente en bosques
de Pinus y Quercus a lo largo de la Sierra Madre Oc-
cidental, la Sierra Madre Oriental, el Eje Volcanico
Transversal, la Sierra Madre del Sur y la Sierra Madre
de Chiapas (Molseed, 1970) y se considera que México
representa su centro de mayor diversidad genética (Ar-
zate-Fernandez et al., 2008). Es una hierba criptofita de
bulbo carnoso, posee hojas grandes, lanceolares y en-
vainantes, su flor es actinomorfa, posicionada sobre un
escapo cilindrico con varias flores bilabiadas grandes,
de color rojo a amarillo y es considerada una de las flo-

Figura 1: Flor en antesis de Tigridia pavonia (L.f.) DC. con los tépalos

totalmente extendidos.
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res mas bellas (Fig. 1) y mas representativas de la Re-
serva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA)
(Velazquez-Lopez et al., 2009). La REPSA es una re-
serva natural urbana que pertenece a la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) y desde el si-
glo XIX es considerada como un sitio de alta riqueza de
especies vegetales (Rzedowski, 1954; Valiente-Banuet
y Luna, 1990), animales (Negrete y Soberon, 1994) y
hongos (Hernandez-Cuevas et al., 2003). Tigridia pa-
vonia es conocida como hierba de la trinidad, cacomit,
flor del tigre y oceloxdchitl. Ademas de ser una especie
ornamental también se le utiliza como alimento y, por
sus propiedades antipiréticas, en la medicina tradicio-
nal (Vazquez et al., 2001; Rojo y Rodriguez, 2002).

Desde el punto de vista citogenético, Goldblatt
(1982) sugirid6 que la subtribu Tigridiinae tiene un
numero cromosomico basico x=14. Posteriormente,
Kenton y Heywood (1984) registran una especie de
Tigridia colectada en Peru (Tigridia sp.) con un nimero
cromosomico diploide 2n=14 y proponen x=7 para el
género Tigridia. Por otra parte, los estudios citogenéticos
realizados en 7. pavonia incluyen registros de 2n=26
(Brittingham, 1934; Sharma y Sharma, 1961) y 2n=28
(Sakai, 1952; Molseed, 1970; Goldblatt, 1982; Kenton y
Heywood, 1984). Aunque en todos los trabajos anteriores
se describen complementos cromosomicos claramente
bimodales, no existen propuestas de formulas cariotipicas
y s6lo en dos de éstos se registraron tallas cromosémicas.
A las discrepancias en los niimeros cromosdmicos
obtenidos con técnicas citogenéticas diferentes se suma la
propuesta de Kenton y Heywood (1984) sobre el posible
origen alotetraploide de 7. pavonia en funcién de un
nimero basico x=7(2n=4x=28) y no aquel x=14 propuesto
por Goldblatt (1982).

Los objetivos de la presente investigacion son ana-
lizar citogenéticamente una muestra de individuos de T
pavonia de la REPSA para: (I) corroborar el nimero cro-
mosdmico de este taxon, (II) analizar en detalle su arqui-
tectura cromosomica en la busqueda de evidencias que
descarten o sustenten el origen hibrido con particular én-
fasis en el numero y morfologia de los cromosomas con
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satélite como criterio para establecer la existencia o no de
dominancia nucleolar o amfiplastia diferencial y (III) pro-
poner una férmula cariotipica acorde al nivel de ploidia.
La informacion del sistema genético basico de esta espe-
cie es necesaria para interpretar su evolucion y su amplia

distribucion y variabilidad morfolégica.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material

Se recolectaron frutos de Tigridia pavonia durante el mes
de noviembre de 2014 en las zonas de amortiguamiento
A8 (Biologicas) y A10 (Jardin Botanico) de la Reserva
Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) de Ciudad
Universitaria ( UNAM, 2005), en el sur de la cuenca del
valle de México; entre 19°202" y 19°13'45"N, 99°08'26"
y 99°14'3"0; 2250 a 2350 m s.n.m.

Germinacion de semillas

Un grupo de semillas seleccionadas al azar, provenien-
tes de seis individuos, fueron puestas a germinar en ca-
jas de Petri con algodén humedecido en agua destilada y
cubierto con papel absorbente en incubadora a 32 °C por
la noche y a temperatura ambiente durante el dia, por un
periodo mayor a tres semanas y hasta su germinacion. Las
raices de 1-2 mm de largo fueron cortadas y pretratadas
en 8-hidroxiquinoleina 0.002 M durante 5 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente, fueron fijadas

en solucion Farmer, etanol-acido acético, 3:1.

Obtencién de cromosomas

Para la obtencion de los cromosomas en metafase se
siguio el método de extendido en superficie y secado
al aire propuesto por Tapia-Pastrana y Mercado-Ruaro
(2001), el cual se basa en la maceracion enzimatica
(pectinasa 20%+celulasa 2%) de los meristemos api-
cales durante 2 h a 37 °C, seguido de la transferencia
de los protoplastos a una solucion fresca de KCI 0.075
M durante 15-20 minutos a 37 °C. Posteriormente, se
realizaron dos lavados con la misma solucion y el bo-

ton celular fue fijado en solucién Farmer. Dos gotas del

boton celular se colocaron sobre portaobjetos limpios
y la tinciéon de los cromosomas se realizé con Giem-
sa a 10%. Las preparaciones se hicieron permanentes
empleando resina sintética (Sigma) como medio de
montaje. Los mejores campos fueron fotografiados con
un microscopio optico Zeiss Axioskop (Carl Zeiss Jena
GmbH, Jena, Alemania), usando pelicula Kodak Tech-
nical Pan.

Se utilizé un vernier digital Mitutoyo Digimatic
Caliber CD-G”BS (Mitutoyo Corporation, Kanagawa,
Japon) para establecer las tallas cromosémicas y otras
medidas morfométricas sobre sicte fotografias de placas
en metafase tipica con similar grado de condensacion y
amplificadas con la misma magnificacion.

Para la obtencion de la formula cariotipica y no-
menclatura, se aplico el sistema propuesto por Levan et
al. (1964). La proporcion de brazos, 7, se obtuvo mediante
el cociente q/p, valor que muestra la relacion del brazo
largo y el brazo corto de los cromosomas individuales. La
proporcién de la suma total de longitudes de brazos cor-
tos respecto a la suma total de longitudes cromosoémicas
como indicador de simetria o asimetria de un cariotipo
(TF%) se realiz6 segun Sinha y Roy (1979).

RESULTADOS

Cuantificacion del cariotipo

Las caracteristicas cuantitativas del cariotipo de Tigridia
pavonia se describen en el cuadro 1, mientras que en el cua-
dro 2 se resumen otros datos relacionados con los comple-
mentos de la misma. Se observaron un total de 224 células
en metafase tipica. En todas se registrd sin ambigiiedad
un 2n=28, los complementos cromosomicos claramente
fueron asimétricos y bimodales, conformados por cuatro
cromosomas submetacéntricos grandes (6.84+0.33um) y
24 cromosomas mas pequefios con centromeros medios
(metacéntricos) o ligeramente desplazados (submetacén-
tricos). En estos se aprecido que los cuatro cromosomas
homoélogos mas pequefios (sm) portaban constricciones
secundarias asociadas a macrosatélites (Cuadro 1; Fig. 2),
segun la clasificacion de Battaglia (1955).
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Cuadro 1: Medidas cromosomicas promedio obtenidas de siete
células en metafase tipica de Tigridia pavonia (L.f.) DC. GC: grupo
cromosémico; LC: longitud cromosémica en um; LBL: longitud de
brazo largo en pm; LBC: longitud de brazo corto en um; »: LBL/LBC;
N: nomenclatura; *: constriccion secundaria y satélite.

GC LC LBL LBC r N
1-4 6.84+0.33 4.66 2.17 2.14 sm
5-8 3.33+0.40 1.82 1.50 1.21
9-12 3.07+0.14 1.82 1.37 1.32 m
13-16  2.90+0.08 1.86 1.03 1.80 sm
17-20  2.83+0.11 1.80 1.02 1.76 sm
21-24  2.56+0.07 1.45 1.10 1.31 m
25-28  2.23+0.01 1.42 0.80 1.77 sm*

Figura 2: Complemento cromosémico tetraploide 2n=4x=28 de
Tigridia pavonia (L.f.) DC. *= cromosomas con satélite. Barra=10 um.

Rearreglos cromosémicos

Por otra parte, se encontr6 evidencia de posibles translo-
caciones particularmente en los cromosomas submetacén-
tricos grandes donde frecuentemente fueron observados
tanto en los brazos cortos y largos segmentos de los cro-
mosomas alineados de manera atipica y en algunos casos
formando angulos raramente observados en cromosomas
vegetales (Fig. 3). Asimismo, se observo con relativa fre-
cuencia por lo menos un cromosoma metacéntrico peque-
fio (Fig. 3) que exhibié un centromero notoriamente laxo

el cual separa ampliamente a ambos brazos (Figs. 3, 4).

Propuesta de férmula cariotipica

Para la descripcion del cariotipo de 7. pavonia de la po-
blacion bajo estudio se considerd un numero basico x=7
(Kenton y Heywood, 1984) y sobre la base de la longitud
cromosomica y proporcion de brazos fue posible carac-
terizar siete grupos de cuatro cromosomas cada uno con
una morfologia similar correspondientes a una especie
de origen autotetraploide (Cuadro 1). En consecuencia,
la formula cariotipica haploide propuesta para la pobla-
cion bajo estudio fue 6m + 8sm (Cuadro 2). La figura 5
muestra el cariotipo de 7. pavonia donde los cromosomas
fueron agrupados por homologia, alineados por el centro-
mero y en orden decreciente, conforme a la propuesta de
Kenton y Heywood (1984). No se encontrd evidencia de

fragmentos ni se observaron cromosomas B.

DiscusioN

El nlimero cromosémico 21n=28 obtenido en la presen-
te investigacion para la poblacion estudiada se obtuvo a
partir del recuento de 224 células en metafase y por tan-

Cuadro 2: Caracteristicas cuantitativas del complemento cromosémico de 7igridia pavonia (L.f.) DC. obtenidos a partir de siete células en

metafase. FC: férmula cromosémica; LCTH: longitud cromosomica total haploide en um; TCP: talla cromosdémica promedio en pm; Rango

(longitud del cromosoma mayor—longitud del cromosoma menor); Razén (cromosoma mayor/cromosoma menor); TF%: indice de asimetria

(longitud total de brazos cortos/longitud cromosémica total x 100).

2n FC

LCTH TCP

Rango Razoén TF%

28  6m+8sm 47.54+1.69 3.39+0.12 4.61+0.34 3.06+0.16 37.83
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Figura 3: Metafase mitotica de 7igridia pavonia (L.f.) DC. 2n=4x=28.
Las flechas estrechas sefialan sitios de probables translocaciones. Las
flechas gruesas resaltan a dos cromosomas con centromero laxo. *
=cromosomas con satélite. Barra=10 pm.

to se corrobora un 2n=28 encontrado por Sakai (1952),
Goldblatt (1982) y Kenton y Heywood (1984) quienes
utilizaron técnicas estandar de squash y tincion Feulgen
y corresponde al de una poblacién tetraploide con un nu-
mero basico x=7, reconocido como el predominante en las
monocotiledoneas (Raven, 1975; Dahlgren et al., 1985).
La propuesta sobre la participacion de translocacio-
nes en la conformacion del cariotipo actual de 7. pavonia

/ ' --’

\ - ..
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Figura 4: Metafase mitotica de Tigridia pavonia (L.f.) DC. 2n=4=28.
*=cromosomas con satélite. La flecha gruesa resalta a un cromosoma
con centromero laxo. Barra=10 pm.

de la REPSA se sustenta en la identificacion de segmentos
cromosomicos con alineacion atipica a lo largo de ambos
brazos de los cromosomas grandes y que frecuentemen-
te se corresponden con inflexiones raramente observadas
en los cromosomas de especies vegetales (Fig. 3). Este
fendomeno parece correlacionar con los fragmentos y cro-
mosomas B observados en diversas especies de Tigridia
(Molseed, 1970) y con el registro de centromeros fragiles
y aparentes constricciones secundarias en los cromoso-
mas grandes de una especie diploide 2n=14 descrita como
Tigridia sp. (Kenton y Heywood, 1984), en donde ademas
solo se registrd un par de cromosomas pequefios con saté-
lites. Tomadas en conjunto, estas observaciones apuntan
hacia un papel activo de translocaciones subsecuentes a

Figura 5: Cariotipo de Tigridia pavonia (L.f.) DC. (2n=4x=28), con siete grupos de cuatro cromosomas cada uno con una morfologia similar sobre
la base de la longitud cromosémica y proporcion de brazos. Los cromosomas fueron agrupados por homologia, alineados por el centromero y en
orden decreciente. *=cromosomas con satélite. Barra=10 pm.



rompimientos en sitios fragiles en los cromosomas gran-
des de 7. pavonia, fendbmeno similar al exhibido por Milla
biflora Cav. (Asparagaceae), otra monocotiledénea con
amplia distribucion (Tapia-Pastrana, 2014) y confirman
la opinion de Stebbins (1971), quien sugirid el papel re-
levante de las translocaciones en la conformacion de los
cariotipos bimodales de las monocotiledoneas.

Por otra parte, Kenton y Heywood (1984) sefialan
que existe poca heteromorfia entre los cromosomas gran-
des de T. pavonia; sin embargo, esta misma observacion
puede aplicarse a los agrupamientos de los cromosomas
pequeflos propuestos por las mismas autoras como se
aprecia en la figura 4b de su investigacion. Estos datos
parecen describir mejor a una especie de origen autopo-
liploide y no a una alopoliploide como fue sugerido. Asi-
mismo, la identificacion de siete grupos de cuatro cromo-
somas cada uno con morfologia similar obtenidos en la
presente investigacion refuerza la idea anterior.

Por otro lado, la presencia de satélites ubicados
en los brazos cortos de los cuatro cromosomas mas pe-
quefos apunta hacia la ausencia de amfiplastia o domi-
nancia nucleolar, es decir la inactivacion uniparental de
transcripcion de los genes del rRNA por competencia de
los organizadores nucleolares (Navashin, 1928; Preuss
y Pikaard, 2007). A este respecto conviene mencionar
que en el proceso autopoliploidia el numero de satélites
presentes en una especie diploide también se duplica y
no involucra pérdida o supresion de la funcion nucleolar.
Las regiones del organizador nucleolar (NOR) asociadas
a las constricciones secundarias se muestran laxas y por
tanto los satélites se aprecian claramente. Por ejemplo,
Medicago sativa L., un reconocido autotetraploide, ex-
hibe cuatro macrosatélites en células en metafase (Fa-
listocco, 1987). En contraparte, las plantas de origen
alopoliploide experimentan inactivacion de las regiones
NOR de uno de los genomas parentales, silenciadas por
efecto de dominancia nucleolar y en consecuencia se re-
gistra un numero menor de satélites. Asi, en el complejo
Hordeum murinum L. (Poaceae, Triticeae) los citotipos
tetraploides y hexaploides surgidos por hibridacion ex-

hiben tnicamente un par de cromosomas con constric-
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ciones secundarias y satélites (Cuadrado et al., 2013).
De hecho, la inactivacion de genes ribosomales es uno
de los fendmenos mas comunes en miembros hibridos
y poliploides de Triticeae (Cermefio y Lacadena, 1985;
Carmona et al., 2016).

Asi, la identificacion de siete grupos cromosomi-
cos de morfologia similar y la ausencia de dominancia
nucleolar apoyan nuestra propuesta sobre el origen au-
totetraploide de T. pavonia. Si bien la morfologia de los
cromosomas en metafase mitotica se ha usado frecuente-
mente como criterio para distinguir entre autopoliploides
y alopoliploides, es necesario emplear el mayor niimero
de evidencias posibles en la determinacion de la naturale-
za poliploide en especies vegetales (Stebbins, 1971), por
lo que en un futuro se deberan realizar estudios meidticos
y técnicas de bandeo que apoyen la propuesta anterior.

Asimismo en la poblacion aqui estudiada las tallas
cromosoOmicas se ubicaron en el intervalo de 2.23 hasta
6.84 um el cual concuerda en general con aquellas regis-
tradas previamente por Sharma y Sharma (1961), quienes
obtuvieron un intervalo de 2.1-8.8 um y con el de Ken-
ton y Heywood (1984) que lo ubicaron entre 3 y 6.5 um.
Las diferencias se atribuyen a que 7. pavonia contiene un
grupo de cromosomas grandes que varian en su grado de

contraccion durante la metafase mitotica.
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