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Resumen. Se¢ realizé un estudio citogenético en células de meristemos radiculares
de Karwinskia humboldtiana {Rhamnaceae) de diez individuos provenientes del
valle de Actopan, Hidalgo, México (20°16°N y 98°56°0), empleando un método
de extendido en superficie y secado al aire. Sobre un andlisis de 443 nticleos se
establece un nimero cromosémico diploide de 2n= 24 con una muy baja
frecuencia de nicleos cetraploides (1.8%). El complemento cromosémico de K
humboldtiana en esta poblacién incluye sélo cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos cuyas magnitudes variaron gradualmente desde 0.88 pm hasta
1.49 mm con una longitud cromosémica total de 28.72 um por nicleo. Se propone
la f6rmula cariotipica 8m + 4 sm, primera para una especie del género, cariotipo
medianamente simétrico (T. F. = 40.0).

Palabras claves: Karwinskia, tullidora, nGimero cromosémico, cariotipo.

Abstract. A cytogenetic analysis was performed using the chromosome splash
technique in root cells of ten plants of Karwinshia humboldtiana (Rhamnaceae)
from Actaopan valley, State of Hidalgo, Mexico (20° 16’ N and 98°56°0). Cyto-
logical data from 443 nuclei show a somatic chromosome number of 2n = 24
with a low presence frequency in tetraploid nuclei (1.8 %). The somatic comple-
ment of K. humboldtiana included only meta- and submetacentric chromosomes.
The average chromosome length ranged from 0.88 to 1.49 wm and the absolute
chromosomal length was 28.72 um per nuclei. The mitotic karyotype estab-
lished as 8m + 4sm, reported for the first time for this genus, was fairly sym-
metrical (TF. = 40.0).
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Introduccién

Karwinskia (Rhamnaceae) es un género que agrupa unas 15 especies de drboles y
arbustos cuyo habitat natural se extiende del SE de los Estados Unidos de América
al N de Colombia y las Antillas (Cuba, Haiti y Repiblica Dominicana), siendo su
centro de distribucién la Repiblica Mexicana. En este pafs se encuentran 10 espe-
cies endémicas, consideradas en su mayorfa t6xicas; algunas alcanzan una amplia
distribucién (Ferndndez, 1988, 1992). La mayor concentracién de poblaciones se
localiza en el norte y centro del pafs, existiendo agrupaciones importantes en San
Luis Potosf y Querétaro, pero el ntmero de individuos disminuye hacia el sur.
Aunque el género frecuentemente se asocia a las zonas aridas puede encontrarse
bien representado en bosques tropicales caducifolios, pastizales y en zonas
ecotonales de encinares y matorrales xeréfilos, desde el nivel del mar hasta los
2200 m snm. Las zonas templadas, semihtimedas y hiimedas parecen ambientes
poco propicios para el desarrolio de las especies de este género (Fernandez, 1992).

Karwinskia humboldtiana (Roem & Schult) Zucce. (tullidora, capulincillo, coyotillo)
es la especie que alcanza mayor distribucién en México y por tanto es la de mayor
tolerancia ecolégica, encontrandose el grueso de sus poblaciones en las zonas 4ri-
das. Dentro de las especies del género, K. humboldtiana es la que ofrece mayor
dificultad para delimitarla, ya que presenta polimorfismos en hojas, flores y fru-
tos. La mayoria de los estudios sobre esta especie se han centrado en sus propieda-
des téxicas (Padrén-Puyou, 1951; Kim y Camp, 1972; Bermudez et al., 1986), sin
embargo para ésta y las demas especies del género no existe informacién
citogenética necesaria para un mejor entendimiento de la evolucién de la especie
y de un tratamiento taxonémico més adecuado, particularmente si se considera
que algunas especies incluyen poblaciones simpatricas, condicién que podria fa-
vorecer la hibridacién entre las especies, por lo que se ha sefialado la necesidad de
realizar estudios m4s profundos que permitan llegar a conclusiones certeras sobre
esta compleja especie (Fernidndez, 1992).

El presente trabajo incluye un andlisis cromosémico y una propuesta de cariotipo
para una poblacién de K. kumboldtiana, revelando ademas caracterfsticas citol6gicas
de interés para futuros estudios sobre las relaciones taxonémicas del género.

Materlales y métodos

Durante el mes de octubre de 1998, en el municipio de Santiago de Anaya, valle de
Actopan (20°16°N y 98°56°0), en el estado de Hidalgo (Fig. 1), se colectaron
semillas de K. humboldtiana provenientes de diez individuos de habito arbustivo
de no mis de metro y medio de altura, ubicados en linea recta y separados entre sf
por una distancia minima de veinte metros.

Para la obtencién de los cromosomas metafésicos se siguié el método propues-
to por Tapia-Pastrana y Mercado-Ruaro (2001) para la obtencién de cromosomas
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Fig. 1. Mapa de ubicaci6én de la poblacién estudiada.

vegetales. Treinta meristemos apicales provenientes de semillas germinadas a tem-
peratura ambiente y en luz natural fueron separados de raices de 1-2 cm de longi-
tud y pretratados en 8-hidroxiquinolefna 0.002 M durante 5 horas a temperatura
ambiente y fijadas en solucién Farmer (etanol: 4cido acético, 3:1) al menos duran-
te 24 horas. Posteriormente, los meristemos fueron macerados en una mezcla de
pectinasa 20%y celulasa 2% durante 2 horas a 37° C. El botén celular fue entonces
separado por centrifugacién (1500 rpm) durante 10 minutos y luego transferido a
solucion de KCI 0.075 M durante 20 minutos a 37°C, experimentando después
dos lavados sucesivos en KCL 0.075 M. El botén fue fijado nuevamente en solu-
cién Farmer fresca y lavado dos veces mas. Dos o tres gotas del bot6n fueron colo-
cadas sobre laminillas previamente desengrasadas dejandose secar al aire, La tincién
se realiz6 empleando solucién Giemsa 10%. Las preparaciones se hicieron perma-
nentes empleando resina sintética. Los mejores campos fueron fotografiados en
un microscopio éptico Carl Zeiss Axioskop usando pelicula Kodak Technical Pan.
Para ¢l establecimiento de las medidas cromosémicas, identificacién morfolégica
de los cromosomas asf como la obtencién del cariotipo de K. humboldtiana se utili-
zaron las mejores 4 placas metafésicas y se aplic6 el sistema propuesto por Levan
et al. (1964} basado en la relacion de brazos para localizar la posicién del centrémero.
La proporcién de la suma total de longitudes de brazos cortos respecto a la suma
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total de longitudes cromosémicas (T.F. %) como indicador de la simetrfa o asime-
tria de un cariotipo se realizé6 segin Sinha y Roy (1979). La medicién de los
cromosomas se realizé sobre fotografias con la misma amplificacién utilizando un
vernier digital (Mitutoyo Digimatic Caliber CD-G" “BS).

Resultados

La aplicacién de una técnica de extendido en superficie y secado al aire como una
alternativa al método tradicional de aplastado o squash posibilit6 la liberacién de
- los protoplastos y en consecuencia la separacién optima de los cromosomas al
interior de los niicleos de Karwinskia humboldtiana, de tal manera que el conteo
cromos6mico se realizé sin dificultad en los nicleos analizados. Asimismo la mor-
fologia de los cromosomas, no obstante su muy pequefio tamafio, pudo apreciarse
a partir de los mejores campos obtenidos.

Respecto a las caracteristicas del complemento cromosémico, con excepcién
de ocho nicleos tetraploides (1.8%) de un total de 443 nucleos revisados, se deter-
miné un 2n=24 como nimero cromosémico somdtico para K. humboldtiana; en el
mismo se presentaron cromosomas metacéntricos y submetacéntricos muy peque-
fios que variaron gradualmente desde 0.88 pm hasta 1.49 pm con una longitud
cromosémica total de 28.72 pm por niicleo. En las mejores placas metafésicas fue
posible observar un par de cromosomas con una extensa constriccién secundaria y
porcién satélite (Fig. 2a y b).

El cariotipo e idiograma de K. humboldtiana para la poblacién bajo estudio se
muestran en la figura 3a y b constituidos de 8 pares de cromosomas metacéntricos
(m) y 4 pares de cromosomas submetacéntricos (sm) y donde el par mis pequeiio
(sm) porta la constriccién secundaria y su correspondiente porcién satélite (figu-
ras 2a y b). Asi, 8m + 4sm representa la primera propuesta de férmula cariotipica
para una poblacién de K. humboldtiana y 1a primera para una especie del género.
Para la elaboracién del idiograma correspondiente se utilizaron los datos de las
magnitudes cromosémicas promedio que se resumen en Cuadro 1. Por otra parte,
el valor de la TF % (40.0) indica que el cariotipo es de naturaleza medianamente
simétrica,

Discusion y conclusiones

En estudios concernientes con la evolucién y sistemitica, el conocimiento acerca
de los cromosomas de las especies relacionadas es frecuentemente de gran interés
y significado (Jackson, 1971; Grant, 1976; Kenton, 1986; Bennett, 1987). El prin-
cipal objetivo de la clasificacién morfol6gica de los cromosomas es alcanzar un
entendimiento de c6mo ha procedido la evolucién cariotipica y encontrar correla-
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Fig. 2a y b. Nucleos metafisicos de Karwinskia humboldtiana 2n=24, obtenidos mediante
extendido y secado al aire. Las flechas sefialan los cromosomas que portan satélite. Barra=
10 mm.
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Fig. 3. a) Cariotipo de Karwinskia humboldtiana. Barra = 10 pm. b) Idiograma de K.
humboldtiana. Barra= 3 pm. Para los tamafios cromosémicos absolutos e indice centromérico
{(véase cuadro 1),
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Cuadro 1, Magnitudes cromosémicas sométicas promedio {xm) en Karwinskia
humboditiana (Rhamnaceae) del valle de Actopan, Hidalgo

N Longitud total Longitud brazo.  Longitud brazo C T Nomenclatura
1 1.49 0.86 0.62 1.38 m

2 1.35 0.73 0.60 1.21 m

3 1.27 0.69 0.57 1.21 m

4 1.23 0.70 0.52 1.34 m

b 1.17 0.62 0.53 1.16 m
6 1.13 0.61 0.51 1.19 m
7 1.07 0.58 0.48 1.20 m

8 0.99 0.55 044 1.25 m
9 140 0.91 0.48 1.89 sm
10 1.28 0.82 0.45 1.82 sm
11 1.10 0.72 0.38 1.89 sm
12 0.88 0.62 0.24 2,58 sm*

Obtenido de cuatro micleos metafasicos y empleando una técnica de extendido y secado al aire.
N= Ndmeros de cromosomas

r= Proporci6n de brazos, segiin Levan el al., 1964.

L= Largo

C= Corto

ciones con la evolucién de otros caracteres, tales como los anatémicos y bioquimicos
(Levan ef al., 1964). En el caso del género Karwinskia, existen trabajos sobre la
quimica y toxicologfa de algunos de sus miembros, principalmente en K.
humboldtiana, donde se ha determinado la estructura de algunos compuestos y que
demuestran diferencias en el contenido de los mismos entre las diferentes especies
(Waksman et a/., 1989). Sin embargo, es notable la ausencia de estudios citogenéticos,
mismos que son de gran utilidad en el esclarecimiento de afinidades especificas o
bien para delimitar especies (Kenton ¢f al., 1986; Grant, 1987). En efecto, la posi-
bilidad de contar con estudios cariolégicos en especies vegetales que como en
el caso de K. humboldtiana tienen una amplia distribucién geogriéfica y ecolbgica y
poblaciones con notables diferencias morfolégicas (Fernindez, com. pers.), o bien,
donde se sospecha la existencia de evolucién paralela, amplia el panorama sobre
el sistema genético, adicionando datos que contribuirdn de esta manera a un co-
nocimiento maés integral de la misma en la perspectiva de realizar un manejo
taxonémico mas satisfactorio.

Por otro lado, una de las dificultades que enfrenta el analisis citogenético es
que muchas especies presentan cromosomas pequefios y numerosos, resultando
dificiles para un estudio detallado. Las técnicas convencionales de aplastado o
squash muchas veces no resuelven lo anterior y quiz4 esto explicarfa la ausencia de
estudios citogenéticos en el género Karwinskia, pues en ensayos previos emplean-
do la técnica de aplastado para el estudio cromosémico en K. humboldtiana (datos
no mostrados) los resultados fueron poco favorables, ya que observamos cromosomas
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de talla muy pequefia con una fuerte tendencia a agruparse en el centro del nticleo
y en donde fue imposible establecer la morfologfa cromosémica. Sin embargo, el
empleo del método de extendido y secado al aire, como en este estudio, permitié
un anélisis minucioso de las caracterfsticas del complemento cromosémico somé-
tico, debido al elevado niimero de niicleos revisados. Es conveniente sefialar que
nuestros resultados concuerdan bien con registros previos de niimeros
cromos6micos hallados en otros géneros pertenecientes a la familia Rhamnaceae,
como son los casos de Condalia, Ceanothus, Rhamnus y Hovenia entre otros, en don-
de el niimero cromosémico diploide mas frecuentemente registrado es 24 (Moore,
1973; Goldblatt, 1981; Goldblatt y Johnson, 1990), sugiriendo asi que existe una
constancia en el nimero cromosémico a nivel de familia.

Se debe sefialar también que en la poblacién de K. humboldiiana aqui analiza-
da, la frecuencia de polisomatia fue bastante baja (1.8 %) en comparacién con la
hallada en otras lefiosas, particularmente en leguminosas de los géneros Acacia,
Mimosa y Prosopis de 1a misma localidad (Gémez, 2000; Tapia-Pastrana y Mercado-
Ruaro, 2001 y datos no publicados) donde la cifra fluctiia entre 11 y 27 %. Este
dato se deber4 comparar en futuros estudios intra- e interespecificos y en estudios
ecogeogrificos, lo que ayudarfa al esclarecimiento de alguna tendencia adaptativa-
evolutiva dentro del género Karwinskia.

Finalmente, con la determinacién del niimero cromosémico somético y la pro-
puesta cariotipica para K. humboldtiana registrados en este trabajo, inicia una serie
de estudios que incluirdn diversas especies del género presentes en nuestro pais,
ampliando la comprensién sobre la distribucién y evolucién de las mismas, ya que
el entendimiento de la estructura cromosémica y su organizacién es importante
en los estudios filogenéticos y taxonémicos (Coates, 1995; Bukhari, 1997; Tapia e
al., 1999).
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