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Resumen. Se realizé un estudio citogenético en células de meristemos radiculares de individuos de Calochortus
barbatus de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, en México, D.F. Luego de aplicar una metodologia de
extendido y secado al aire se confirma un niimero cromosoémico 2n = 4x = 36 (x = 9) y se propone por vez primera una
formula cariotipica para la especie (14m + 22st). El cariotipo asimétrico (T.F. % = 23.13), que incluye 4 cromosomas
subtelocéntricos pequefios portadores de constricciones secundarias y satélites, permite descartar la presencia de
fragmentos. La longitud cromosdmica total haploide (53.48 um) y el intervalo cromosémico (1.85-4.27 um) afiaden
datos novedosos sobre la arquitectura cromosdmica. Se discute el papel de la hibridacion intraespecifica y autoploidia
en la conformacion del cariotipo de esta especie y la necesidad de realizar estudios similares en especies estrechamente
relacionadas.

Palabras clave: autoploidia, Calochortus, extendido y secado al aire, cariotipo, satélites, hibridacion intraespecifica.

Abstract. Meristematic root cells from seeds of individuals of Calochortus barbatus from Reserva Ecologica del
Pedregal de San Angel, Distrito Federal, Mexico were analyzed cytogenetically using a surface spreading and air-
drying method. The chromosomal number, 21 =4x =36 (x = 9) was corroborated. The mitotic karyotype was established
for the first time for this species as 14m + 22st. The asymmetric karyotype, which includes 4 small subtelocentric
chromosomes bearing a secondary constriction with its corresponding satellites, allows to discard previous reports of
chromosomal fragments. Total haploid chromosomal length (53.48 um), chromosomal length range (1.85 — 4.27 pm)
and the asymmetry index (T.F. % = 23.13) add new information on chromosome architecture. The role of intraspecific
hybridization and autoploidy in shaping the karyotype of this species and the need of performing similar analyses in

related species are discussed.

Key words: autoploidy, Calochortus, spreading and air-drying, karyotype, satellites, intraspecific hibridization.

Introduccion

Calochortus incluye 67 especies y algunos hibridos natu-
rales, subespecies y variedades de geofitas bulbosas, cuyo
centro de diversidad es California, Estados Unidos de
América (EUA). Este género tiene una distribucion desde
el norte de Columbia Britanica, Canada a través del oeste
de las Dakotas, EUA hasta México y Guatemala (Ownbey,
1940; Nesom, 1983; Patterson y Givnish, 2003). La siste-
matica del género es dificil y la determinacion y arreglo
taxonomico de muchas de sus especies quedan por resolver
(Beal, 1939). Hasta el momento las especies se incluyen
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en 3 secciones y 12 subsecciones propuestas por Ownbey
(1940). Asimismo, debido a la rareza y a la distribucién
extremadamente restringida de algunas de sus especies, se
ha planteado que se realicen esfuerzos para su inmediata
conservacion (Fredricks, 1989).

Calochortus barbatus (Kunth) J.H. Painter pertenece a la
seccién Cyclobothra, subseccion Barbati (Ownbey, 1940;
Beal y Ownbey, 1943) y se ubica en el clado denomi-
nado México Central en la filogenia del género propuesta
por Patterson y Givnish (2003). Es una especie variable,
comun en pastizales, bosques de pino-encino, orillas de
camino y lugares perturbados. En Norteamérica presenta
un amplio intervalo de distribucion, desde el SO de Esta-
dos Unidos hasta los estados del altiplano en México,
desde Chihuahua hasta Oaxaca, donde crece predomi-
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nantemente en suelos volcanicos (Ownbey, 1940). En el
Valle de México se le conoce comiinmente como ayatito
(Martinez, 1994) y tiene una distribucion altitudinal entre
2200 y 3100 m snm. Es claramente reconocible por sus
flores amarillas, amarillo-rojizas o amarillo-purpureas
con pétalos densamente barbados, frutos secos lineares
y semillas comprimidas. Florece y fructifica de junio a
diciembre (Ownbey, 1940; McVaugh, 1989; Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

Los estudios previos sobre la citogenética de las espe-
cies de Calochortus muestran una estrecha correlacion
entre el nimero cromosoémico y la posicion sistematica, con
una clara separacion de sus 3 secciones segun el ntimero
basico: seccion Calochortus (x = 10); seccion Mariposa (x
=6,7,8,9)yseccion Cyclobothra (x=9) (Beal, 1939; Beal
y Ownbey, 1943; Cave, 1970). Estos estudios, realizados a
partir de metodologias de cortes transversales hoy dia en
desuso, describen una notoria similitud de tamafio y mor-
fologia entre los cromosomas de las especies asignadas a
tales secciones, asi como la ocurrencia de ciertas formas en
comun en todas las especies (Newton, 1926; Beal, 1939).

En la presente investigacion se realizé un estudio cito-
genético utilizando una metodologia de extendido y secado
al aire para caracterizar la arquitectura de los cromosomas
somaticos de una muestra de individuos de C. barbatus
de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel en
Meéxico, Distrito Federal, éste es el unico taxon tetraploide
de la seccion Cyclobothra (2n = 4x = 36, x = 9) (Beal,
1941; Beal y Ownbey, 1943). La obtencion de la formula
cromosomica, el cariotipo y otros datos citologicos son
de interés para comprender aspectos basicos del sistema
genético y la evolucion cromosdmica de esta especie, cuya
distribucion en nuestro pais abarca una gran diversidad de
ambientes.

Materiales y métodos

Se recolectaron frutos de C. barbatus en 2 areas de
amortiguamiento de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de
San Angel de Ciudad Universitaria: zona A5 (Paseo de las
Esculturas) y zona A10 (Jardin Botanico), en el sur de la
cuenca del Valle de México (entre 19°20°2” y 19° 13°45”
Ny99°08°26”y99°14’3” O; 2250 a2 350 m snm), en
el mes de octubre de 2007. Se seleccionaron al azar semi-
llas provenientes de al menos 8 individuos de cada zona y
fueron puestas a germinar a temperatura ambiente y en luz
natural en cajas de Petri con algodén humedecido con agua
destilada. Las raices de 1-2 cm de largo fueron cortadas
y pretratadas en 8-hidroxiquinoleina 0.002 M durante 5
horas a temperatura ambiente. Posteriormente fueron fija-
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das en solucion Farmer (etanol-acido acético, 3:1). Para
la obtencion de los cromosomas metafasicos se siguid
el método de secado al aire (Tapia-Pastrana y Mercado-
Ruaro, 2001), el cual se basa en la maceracion enzimatica
(pectinasa 20% + celulasa 2%) de los meristemos apica-
les durante 2 horas a 37°C, seguido de la transferencia del
boton celular a una solucion de KC1 0.075 M durante 20
minutos a 37°C. A continuacion se realizaron 2 lavados
con la misma solucién y el botdn celular se fijo en solucion
Farmer. Las laminillas se prepararon dejando caer 2 gotas
del botdn celular sobre el portaobjetos. Los cromosomas se
tiflieron con Giemsa al 10% y las preparaciones se hicieron
permanentes empleando Entellan Nuevo (Merck) como
medio de montaje. En un microscopio Optico Zeiss Axios-
cop, con pelicula Kodak Technical Pan se fotografiaron los
mejores campos.

Se utilizd un vernier digital (Mitutoyo Digimatic
Caliber CD-G”’BS) para establecer las tallas cromosomi-
cas sobre 6 fotografias de placas en metafase tipica con
la misma magnificacion. Para la obtencion de la formula
cariotipica se aplicd el sistema propuesto por Levan et al.
(1964). La proporcion de la suma total de longitudes de
brazos cortos respecto a la suma total de longitudes cro-
mosoémicas como indicador de simetria o asimetria de un
cariotipo (T.F.%) se realizé segin Sinha y Roy (1979). Con
la finalidad de descartar la presencia de fragmentos cromo-
sémicos o cromosomas B, también se analizaron nucleos
en anafase.

Resultados

Se revisaron 123 nucleos en metafase que mostraron
un numero cromosoémico diploide 2n = 4x = 36, (x = 9);
los cromosomas de tamaio relativamente grande con un
intervalo de 1.85 a 4.27 pum exhibieron una longitud cro-
mosomica total haploide (LCTH) de 53.48 pum (Cuadro
1) y un indice de simetria (T. F.%) de 23.13, que indica
un cariotipo asimétrico. El cariotipo de los individuos de
C. barbatus bajo estudio incluye 14 cromosomas subme-
tacéntricos y 22 cromosomas subtelocéntricos (14sm +
22st), con 2 pares de cromosomas subtelocéntricos (uno
heteromorfico) que exhiben constricciones secundarias y
portan satélites cuyo tamafio varia en relacion al grado de
contraccion de los cromosomas en metafase (Figs. 1 y 2).
El andlisis de nucleos en anafase no revel6 la presencia de
fragmentos cromosomicos.
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Cuadro 1. Medidas cromosomicas promedio en Calochortus barbatus obtenidas de 6 células en metafase tipica'

PC LC LBL LBC r N
1 4.27 2.89 1.36 2.12 sm
2 3.81 2.78 1.04 2.67 sm
3 3.81 3.09 0.71 4.35 st
4 3.47 2.80 0.66 4.24 st
5 3.27 2.33 0.94 2.47 sm
6 3.25 2.68 0.51 5.25 st
7 3.17 2.48 0.68 3.64 st
8 3.05 2.37 0.66 3.59 st
9 3.01 2.12 0.88 2.40 sm
10 2.99 2.24 0.61 3.67 st
11 2.90 2.38 0.52 4.57 st
12 2.72 1.91 0.81 2.35 sm
13 2.69 222 0.46 4.82 st
14 2.48 2.01 0.46 436 st
15 2.36 1.67 0.68 2.45 sm
16 2.25 1.78 0.46 3.86 st*
17 2.13 1.50 0.61 2.45 sm
18 1.85 1.51 0.32 4.71 st*

! Abreviaturas: PC, par cromosdmico; LC,longitud cromosomica en um; LBL,longitud brazo largo en um; LBC, longitud brazo corto en
um; r, proporcion de brazos; N, nomenclatura con base en Levan et al. (1964). *, Cromosoma con constriccién secundaria y satélites;

sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico.

Discusion

En el unico estudio previo que incluye datos sobre la
citogenética de C. barbatus,Beal (1941) registré un nimero
cromosomico 2n = 36 y cromosomas que en algunos
casos aparecian en cuadruplicado, por lo que la condicion
tetraploide (x = 9, 4x = 36) quedd establecida. Sobre la
morfologia cromosdmica, no obstante, sélo se mostro el
dibujo de un complemento cromosémico obtenido a par-
tir de cortes transversales de meristemos embebidos en
parafina. Por otra parte, Cave (1970) sefial6 que en las sec-
ciones de Calochortus, tanto los complementos diploides

como los tetraploides, exhiben respectivamente 1 o 2 pares
de cromosomas ligeramente mayores que los restantes y
que los cromosomas, particularmente en la condicion tetra-
ploide, no eran facilmente identificables.

Los resultados obtenidos en esta investigacion confir-
man en C. barbatus un nimero cromosémico 2n = 4x =
36, acorde con la propuesta de x = 9 para la secciéon Cyc-
lobothra, asi como un complemento cromosdémico donde
predominan los cromosomas con centréomero desplazado
(Figs. 1 y 2). Sin embargo, el cariotipo de los individuos
de C. barbatus aqui analizados muestra que los cromo-
somas disminuyen gradualmente su talla, en tanto que la
identificacion individual de los cromosomas se realiza con
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relativa facilidad. Lo anterior queda de manifiesto al ade-
lantar la primera propuesta de formula cariotipica para una
poblacion de esta especie (14sm + 22st), la cual se carac-
teriza por incluir 2 pares de cromosomas subtelocéntricos
(st) portadores de constriccion secundaria y con satélites
evidentes (Fig. 2 y Cuadrol).

Hasta ahora, la presencia de satélites en especies del
género Calochortus no habia sido confirmada, pues sélo se
registraron descripciones ambiguas, tales como cromoso-
mas con constricciones similares a una condicion satelital
en C. albus Dougl. ex Benth. (seccion Calochortus); la

Figura 1. Metafase mitotica de Calochortus barbatus (2n = 4x=
36). Las flechas sefialan los cromosomas con constricciones
secundarias y porcion satélite. *Parheteromorfico. Escala=10 um.

Tapia-Pastrana F.- Citogenética de Calochortus barbatus

posibilidad de que C. catalinae S. Wats. (seccion Mari-
posa) exhiba satélites, o bien, la presencia de fragmentos
semejantes a satélites adheridos lateral o terminalmente a
cromosomas de C. venustus Dougl. ex Benth. (Beal, 1939).

La presente investigacion revela que en los complemen-
tos cromosomicos de C. barbatus tanto las constricciones
secundarias como los satélites se encuentran invariable-
mente asociados a los 4 cromosomas subtelocéntricos (st)
mas pequefios (Figs. 1 y 2). Cabe senalar que algunas
constricciones separan notablemente los satélites y aunque
este evento es comun en especies vegetales (Tapia-Pas-
trana et al., 2005; Tapia-Pastrana, 2007), podria ocasionar
que éstos sean confundidos con fragmentos cromosomi-
cos, mds aun cuando se trata de satélites grandes como
los presentes en C. barbatus. Esto podria explicar algunas
descripciones anteriores sobre la presencia de fragmentos
en células de individuos que por lo demas en nada difieren
de aquellos en los que no fueron observados (Beal, 1939).

En relacidon con la presencia de cromosomas homolo-
gos en cuadruplicado, esta investigacion muestra que tal
condicioén es verificable particularmente en los primeros 4
pares del cariotipo de C. barbatus (Fig. 2). Sin embargo,
también es claro que no se ajusta a todos los cromosomas
del complemento, particularmente en el par 16 (heteromor-
fico) cuya talla, tamafio del satélite y relacion de brazos son
notoriamente diferentes (Cuadro 1). En opinion de algunos
autores, la ausencia de duplicacion perfecta en el cariotipo
de tetraploides de origen autoploide (duplicacion de un
genoma unico) no contradice la condiciéon de autoploidia
y esperar una duplicacion perfecta a partir del genoma
diploide representa un caso ideal y poco frecuente en la
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Figura 2. Cariotipo de Calochortus barbatus (2n= 4x= 36). Los cromosomas estan alineados por el centromero y numerados en orden

decreciente de tamafo. * Cromosomas con satélite. Escala= 10 pm.
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naturaleza (Soltis et al., 2004; Font et al., 2008), siendo
responsables de estas variaciones la acumulacién gradual
de diferencias estructurales en los cromosomas homoélogos
(dependiendo de la antigiiedad del poliploide) y factores
ecogeograficos que favorecen el surgimiento de ecotipos
(Sybenga, 1969; Grant, 1981; Ramsey y Schemske, 2002).

Aunque el estudio citogenético por si solo no es sufi-
ciente para discernir el origen de un poliploide, la amplia
distribucion de C. barbatus en nuestro pais favorece la idea
de que se trata de una especie autoploide en la cual posi-
bles eventos de hibridacion intraespecifica (Soltis et al.,
2003) ocurridos entre individuos diploides parcialmente
aislados, han remodelado su cariotipo. Esto podria explicar
no solo las diferencias encontradas entre una simple dupli-
cacion de un genoma 2x y el resultado obtenido aqui, sino
la tolerancia ecologica de C. barbatus que sugiere las ven-
tajas de un poliploide (Levin, 1983, 2002; Stebbins, 1985;
Ramsey y Schemske, 1998; Soltis et al., 2003), asi como el
que sea considerada una especie variable (Ownbey, 1940;
Gerritsen y Parsons, 2007).

Finalmente, ya que en el género Calochortus la asigna-
cion de especies a las secciones se ha basado en el nimero
y morfologia cromosémica, es necesaria una evaluacion
citogenética de las especies que habitan en nuestro pais a
fin de alcanzar una interpretacion integral de su evolucion,
considerando ademés que han sido publicados analisis
morfologicos y moleculares que muestran que la seccion
Cyclobothra es polifilética y que las relaciones filogenéti-
cas entre varias de sus especies, incluida C. barbatus, no
estan resueltas (Ness, 1989; Patterson y Givnish, 2003).
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