OYTON

REVISTA INTERNACIONAL DE BOTANICA EXPERIMENTAL
INTERNATIONAL JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY
FUNDACION ROMULO RAGGIO

Gaspar Campos 861, 1638 Vicente Lopez (BA), Argentina
www.revistaphyton.fund-romuloraggio.org.ar

Estudio de los cromosomas mitéticos y meidticos del sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.)

Study of the mitotic and meiotic chromosomes of sotol (Dasylirion cedrosanum Trel.)

Hernandez-Quintero JD!, MH Reyes-Valdés?, DV Mendoza-Rodriguez®’, M Gémez-Martinez?,

R Rodriguez-Herrera*

Resumen. El género Dasylirion es un grupo de plantas tipicas
del Desierto Chihuahuense, perennes, de un comportamiento sexual
dioico y denominadas cominmente sotoles. Es un género poco es-
tudiado desde el punto de vista biolégico y se desconocen las bases
de su dindmica reproductiva. En este trabajo se estudié el nimero
cromosémico y el comportamiento meidtico de Dasylirion cedrosa-
num en el municipio de Saltillo, Coahuila, una localidad del noreste
de México. Para la preparaciéon de cromosomas mitéticos se utilizé
una técnica basada en un tratamiento enzimdtico con pectoliasa y
celulasa, asi como tincién con acetocarmin. Para el estudio meidtico
se recolectaron botones florales masculinos, se fijaron y se tifieron
con el mismo colorante. Como resultado, se reportan por primera
vez los niimeros cromosémicos gamético (n = x = 19) y somitico
(2n = 2x= 38) de D. cedrosanum, y coinciden con observaciones
anteriores para otras especies del género Dasylirion, lo cual apunta
hacia un nivel de ploidia constante en este grupo. Se observé vari-
acién en la morfologia y tamafio de los cromosomas somaticos, con
tipos de submetacéntrico a subtelocéntrico, y un tamafio que oscilé
en un rango de 4,43 pm, con una longitud total promedio de 112,38
pm para el complemento cromosémico diploide. Por lo analizado, el
complemento cromosémico de D. cedrosanum perteneceria a una cla-
sificacién 3B de Stebbins, con una variacién media entre longitudes
cromosémicas y una asimetria intracromosémica baja. Esta variacién
indica que es factible la construccién de un ideotipo cromosémico
para esta especie. El apareamiento cromosémico meiético mostré
caracteristicas de una herencia disémica propia de una especie dip-
loide, con prevalencia de anillos y cadenas bivalentes, tipicamente sin
presencia de anormalidades en el apareamiento. Las configuraciones

Abstract. The genus Dasylirion is a group of plants typically
present in the Chihuahuan Desert, perennial, with a dioecious
sexual behavior and commonly called sotoles. This genus has been
little studied from the biological point of view, and the bases of its
reproductive response remain unknown. In this work we studied the
chromosome number and meiotic response of Dasylirion cedrosa-
num in the county of Saltillo, Coahuila, located at the North East
of Mexico. For the preparation of mitotic chromosomes, we used
a technique based on enzymatic treatment with pectolyase and
cellulase, as well as staining with acetocarmin dye. For the study
of meiosis, male flower buds were collected, fixed and stained for
analysis with the same dye. As a result, the gametic (n = x = 19)
and somatic chromosome (2n = 38) numbers of D. cedrosanum are
reported for the first time, being consistent with previous findings
in other Dasylirion species, which points to a constant ploidy level
across the genus. Variation was observed in the morphology and size
of the somatic chromosomes, with types ranging from submetacen-
tric to subtelocentric, and sizes oscillating in a range of 4.43 um,
with an average total length of 112.38 pm for the diploid chromo-
some complement. This shows that the chromosome complement
of D. cedrosanom would belong to a 3B classification of Stebins,
with a medium variation between chromosome lengths and low
chromosome asymmetry. This variation indicates the feasibility of
constructing a chromosome ideotype for this species. The meiotic
chromosome pairing showed a chromosome behavior consistent
with a disomic inheritance characteristic of a diploid species, with
prevalence of ring and chain bivalents, typically without pairing ab-
normalities. Bivalent configurations in all cases were symmetrical.
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bivalentes en todos los casos fueron simétricas. El apareamiento nor-
mal y simétrico en meiosis es a su vez indicativo de una produccién
de gametos balanceados y sugiere la ausencia de una determinacién
sexual heteromoérfica.

Palabras clave: Dasylirion cedrosanum; Dioecia; Cromosomas;
Mitosis; Meiosis.

INTRODUCCION

El sotol (Dasylirion spp.) es un género de plantas perennes
bien representadas en el Desierto Chihuahuense, un drea que
comprende gran parte del norte de México y sur de los Esta-
dos Unidos de América. El producto econémicamente mds
importante del género Dasylirion es 1a bebida llamada “sotol”,
obtenida a partir de la fermentacién del tallo o cabeza de la
planta. Una de las especies de mayor importancia econémica
dentro del género es D. cedrosanum. Se trata de una planta de
hojas numerosas que brotan simétricamente desde el tallo, con
30 a 170 cm de longitud, caidas o arqueadas, relativamente
amplias, flexibles y en forma de cuchara en el extremo inferior.
El tallo es corto, en parte subterraneo, fibroso y robusto, cubi-
erto de hojas persistentes. En muchos casos las hojas muertas
que permanecen unidas a la planta y apuntalan a los tallos
cortos que tienden a inclinarse con la edad. La raiz es gruesa
y carnosa y se extiende desde la base del tallo engrosado. El
sotol es una planta dioica; ambos sexos cuentan con una in-
florescencia, cominmente llamada escapo, donde se producen
flores con estambres funcionales en las masculinas, o con pis-
tilos funcionales en las femeninas (Bogler, 1994; Cruz-Reque-
na, 2007). Sus flores son pequefias, con bricteas membranosas
y seis sépalos en forma ovoide con margenes denticulados. En
las flores masculinas hay seis estambres, los cuales son rudi-
mentarios en las flores pistiladas o femeninas. En estas ulti-
mas, el ovario es stipero, con tres l6culos simples. Aunque la
dioecia es una caracteristica que se presenta en muchos grupos
taxonémicos de plantas, poco se conoce sobre la base gené-
tica de este evento de reciente evolucién y, a diferencia de los
mamiferos donde los cromosomas sexuales han evolucionado
independientemente hasta presentar formas heteromoérficas,
solo unas pocas especies dioicas de plantas contienen cromo-
somas sexuales citolégicamente distinguibles, como Silene,
Rumex y Humulus (Negrutiu et al., 2001; Vyskot y Hobza,
2004; Giraldo et al., 2004).

En cuanto a caracteristicas citolégicas, se reporta un nime-
ro cromosémico diploide 27 = 2x = 38 para D. wbheeleri'y D.
texanum (Sato, 1935). Sin embargo no se encontraron traba-
jos con datos cromosémicos sobre D. cedrosanum ni sobre el
comportamiento meidtico del género. Estos tipos de estudio
son muy importantes porque, ademds de su valor taxonémico,
proveen claves importantes sobre la genética de la reproduc-
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The normal and symmetrical meiotic pairing indicates a balanced
production of gametes, and suggests the absence of heteromorphic
sex determination.

Keywords: Dasylirion cedrosanum; Dioecy; Chromosomes; Mito-
sis; Meiosis.

cién y relaciones evolutivas entre los grupos de plantas. E1 ob-
jetivo de este trabajo fue estudiar el nimero cromosémico y el
comportamiento meiético de D. cedrosanum.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de D. cedrosanum localizadas en el
municipio de Saltillo, Coahuila, una zona con clima templado
semiseco (25° 20,947° N-101° 1,669 O, 1588 metros sobre el
nivel del mar).

El estudio mitético se realizé a partir de un total de 250
semillas que fueron recolectadas en cantidades uniformes de
cinco plantas elegidas aleatoriamente y ubicadas en la misma
localidad. La técnica de preparacién de cromosomas mitdticos
se basé en el protocolo propuesto por Jewell e Islam-Faridi
(1994). La semilla fue esterilizada con hipoclorito de sodio 1%
y posteriormente se colocé en papel filtro humedecido dentro
de una caja de Petri y se incubé en una cdmara de crecimiento
a 26 °C hasta obtener meristemos apicales de raiz de 1 cm de
tamafio. Los cortes de raiz se realizaron a distintos horarios y
se obtuvo el mayor éxito a las 9:30 de la mafiana. Los meri-
stemos fueron tratados con 8-hidroxiquinoleina 0,4% para ar-
restar células en metafase, las cuales se fijaron en una solucién
de etanol 96° y dcido acético glacial 3:1 v/v. Posteriormente los
dpices radiculares se sometieron a hidrélisis con 4dcido clorhi-
drico 0,1 N. Se separaron enseguida en un buffer de citrato de
sodio, para posteriormente tratarlos bajo incubacién con las
enzimas pectoliasa y celulasa durante 50 min.

Después del tratamiento los meristemos fueron extendidos
en portaobjetos. Los cromosomas fueron tefiidos con aceto-
carmin 1%, y fueron analizados en un microscopio acoplado
a un sistema de computo con software para andlisis de ima-
genes. El indice centromérico se calcul6é como la razén entre
la longitud del brazo corto y la longitud total del cromosoma.
Se calculé el rango de longitudes cromosémicas para cada cé-
lula, como la diferencia entre la mayor y la menor. Un indice
de asimetria intercromosémica se calculé como uno menos el
promedio de los cocientes del brazo largo sobre el brazo corto
para cada célula. Por dltimo, se calculd el coeficiente de variac-
i6n de las longitudes cromosémicas. Estos dos ltimos indices
son equivalentes a los usados por Romero Zarco (1986) como
medidas de asimetria intracromosémica e intercromosémica
basadas en cariotipos. Ya que los objetivos del presente trabajo
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no incluyeron la construccién de un cariotipo, dichos indices
se basaron en mediciones de cromosomas individuales y no en
promedios de cromosomas homélogos.

Para el estudio en meiosis, se recolectaron botones florales
de 40 plantas de D. cedrosanum del sexo masculino. Inmedi-
atamente después de su recoleccién, el material biolégico fue
fijado en una solucién de etanol a 96° y dcido acético glacial
3:1 v/v, y posteriormente conservado en una misma solucién
renovada con los mismos componentes.

Los botones florales fueron colocados en porta-objetos
donde se aislaron las anteras. Se tifieron con una gota de car-
min 1% en 4cido acético 45%, para posteriormente aislar las
células y eliminar el tejido de la cubierta y colocar un cubreob-
jetos. Seguidamente se colocé la preparacion en una plancha
citolégica para su calentamiento durante un minuto y se pro-
cedié a su aplastado manual.

Los meiocitos se analizaron en diacinesis. Se pudo apre-
ciar que las preparaciones que se obtuvieron de anteras con
un color amarillo claro tenfan mds probabilidad de contar con
esas fases; en cambio si las anteras tenian un color amarillo
obscuro, aumentaba la posibilidad de encontrar fases tardias
y polen. De las 40 plantas estaminadas en las que se recolec-
taron botones florales, solamente en 15 se encontraron células
en diacinesis. En esta fase se analizaron un total de 78 células.

Se tomaron microfotografias a las células mitéticas y
meiéticas a través de un microscopio marca Vistavision aco-
plado con una cdmara Pixera DIRactor a un sistema de cém-
puto que tiene el software Pixera Viewfinder Pro para anilisis
de imdgenes. Para la medicién de los cromosomas se utilizé el
software AxiomaVision Rel. 4.5, y para el anlisis estadistico

Fig. 1. Microfotografia de una célula en metafase mitdtica de D.
cedrosanum.
Fig. 1. Microphotograph of a mitotic metaphase cell of D. cedrosanum.

de los datos se utiliz6 el lenguaje y ambiente para cémputo
estadistico R (R Development Core Team, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

E1 80% de las semillas sembradas para el andlisis mitético
mostraron germinacién. En 25 células de cinco plantas dife-
rentes se observé consistentemente un nimero cromosémico
2n = 38 (Fig. 1). Este es el nimero somdtico de cromosomas
(2n = 2x = 38) previamente reportado para Dasylirion texa-
num 'y D. wheeleri (Sato, 1935). Los cromosomas en metafase
mitdtica revelaron una variacién media en morfologia y en
tamafio dentro de las células, con tipos que variaron de sub-
metacéntrico a subtelocéntrico. De la medicién de dos célu-
las se estimé una longitud cromosémica promedio de 2,96
pm y un indice centromérico medio de 0,39. En la Tabla 1
se muestran las mediciones ordenadas de menor a mayor de
76 cromosomas de dos células en metafase mitética, donde se
aprecia la variacién en tamafos. El rango de longitudes cro-
mosoémicas (longitud mayor menos longitud menor) en am-
bas células fue de 4,43 pm, con un promedio de 2,96 pm. La
longitud total promedio por célula de los complementos dip-
loides fue de 112,38 pm, lo cual equivale a una longitud cari-
otipica haploide de 56,19 pm. El indice medio de asimetria
cromosémica fue de 0,32 y el coeficiente de variacién de lon-

Fig. 2. Microfotografias de una célula meidtica de D. cedrosanum
en diacinesis con 19 configuraciones compuestas por 15 anillos y
4 cadenas bivalentes. A manera de ejemplo se sefialan dos anillos
bivalentes (Rll) y dos cadenas bivalentes (CII).

Fig. 2. Microphotographs of a D. cedrosanum meiotic cell in diakinesis
with 19 configurations composed by 15 bivalent rings and 4 bivalent
chains. As an example, two bivalent rings (RIl) and two bivalent chains
(Cll) are marked.
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Tabla 1. Longitud de los cromosomas (expresada en um) de dos células en metafase mitdtica y sus respectivos indices centroméricos.
Table 1. Chromosome lengths (given in um) in two mitotic metaphase cells and their respective centromeric indexes.

Célula I Célula II
Longitud IC Longitud IC Longitud IC Longitud IC
1,45 0,45 2,23 NA 1,50 0,40 2,68 0,41
1,67 0,39 2,24 0,50 2,02 0,47 2,68 0,55
1,75 0,48 2,28 0,49 2,22 0,44 2,71 0,46
1,77 0,48 2,28 0,47 2,24 0,55 2,74 0,41
1,80 0,44 2,29 0,46 2,26 0,50 2,87 0,34
1,83 0,39 2,45 0,35 2,27 0,42 3,03 0,53
1,85 0,41 2,46 0,49 2,37 0,43 3,09 0,23
1,94 0,48 2,52 0,40 2,37 0,50 3,45 0,32
1,98 0,36 2,58 0,36 2,40 0,35 3,82 0,30
1,99 0,36 2,60 0,41 2,48 0,46 4,04 0,30
2,03 0,49 3,06 0,39 2,48 0,50 4,23 0,31
2,06 0,16 3,45 0,31 2,55 0,25 4,69 0,30
2,08 0,39 3,91 0,32 2,55 0,50 4,75 0,17
2,10 0,40 4,02 0,32 2,60 0,59 5,27 0,20
2,14 0,37 4,09 0,40 2,62 0,41 5,28 0,18
2,17 0,41 4,54 0,35 2,62 0,40 5,72 0,27
2,17 0,39 5,10 0,24 2,65 0,43 5,81 0,20
2,21 0,44 5,39 0,32 2,65 0,52 5,88 0,27
2,21 0,46 5,88 0,18 2,67 0,42 5,93 0,36

IC = Indice centromérico. NA = Dato no disponible.

gitudes del 40%. La razén promedio del cromosoma mayor
sobre el cromosoma menor por célula fue de 4, con un 28%
de cromosomas que mostraron una relacién brazo largo/brazo
corto mayor que 2:1. Esto sitda al complemento cromosémico
de D. cedrosanum en una clasificacién 3B de Stebbins (Gunjan
y Roy, 2010), con una variacién media entre longitudes cro-
mosémicas y una asimetria intracromosémica baja.

El anilisis de configuraciones meiéticas se hizo solamente
en diacinesis, ya que no fue posible en metafase I debido a que
los cromosomas tendian a aglutinarse en la placa ecuatorial,
haciendo dificil la identificacién de los tipos de apareamien-
tos. En las 15 plantas masculinas analizadas se observé una
meiosis cuyo comportamiento es el que usualmente se pre-
senta en las especies con herencia disémica. El complemento
cromosémico presenté un apareamiento regular con la for-
macién de 19 bivalentes (Fig. 2), igual a la mitad del nimero
somdtico de cromosomas (2n = 2x = 38) observado en mitosis.
En la Tabla 2 se presentan los promedios de las configura-
ciones meidticas observadas como bivalentes, en 78 meiocitos
analizados en diacinesis, donde se aprecia una prevalencia de
los anillos bivalentes, asi como la consistencia en el nimero de
19 configuraciones.
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Fig. 3. Histograma de longitudes de cromosomas en diacinesis
en D. cedrosanum.
Fig. 3. Histogram of chromosome lengths in diakinesis in D. cedrosanum.



Cromosonas mitéticos y meiéticos de Dasylirion cedrosanum

111

Tabla 2. Valores medios de frecuencias de configuraciones en diacinesis de D. cedrosanum.
Table 2. Mean values of configuration frequencies in diakinesis of D. cedrosanum.

Configuraciones
Planta Meiocitos analizados RII CII Total
2011-32-1 5 14,60 4,40 19,00
2011-14-4 5 13,40 5,60 19,00
2011-21 10 16,50 2,50 19,00
2011-16-2 5 15,40 3,60 19,00
2011-39-2 5 14,60 4,40 19,00
2011-12-3 4 14,00 5,00 19,00
2011-2 5 14,80 4,20 19,00
2011-172-2 5 16,40 2,60 19,00
2011-8 5 16,00 3,00 19,00
2011-9 5 16,60 2,40 19,00
2011-26 5 15,80 3,20 19,00
2011-17-3 5 13,60 5,40 19,00
2011-15 5 16,80 2,20 19,00
2011-14-3 4 13,25 5,75 19,00
2011-17-1 5 16,60 2,40 19,00
Total 78 15,35 3,65 19,00

RII = anillos bivalentes; CII = cadenas bivalentes.

Tabla 3. Resultados de las mediciones de longitud cromosémica real-
izadas en micras a fres células en diacinesis y sus respectivas medias.
Table 3. Results of measurements of chromosome lengths in um in
three diakinesis cells and their respective means.

Célula 1 Célula 2 Célula 3
3,87 4,48 3,47
4,49 4,70 4,59
423 4,01 7,00
4,07 441 6,49
4,07 3,27 5,65
3,69 7,23 5,04
3,77 7,85 4,17
3,49 4,98 4,14
3,22 7,08 5,04
6,14 3,72 8,90
5,00 450 411
3,30 3,81 3,18
3,72 3,93 3,62
4,34 3,62 3,93
6,64 3,74 416
3,58 3,99 3,49
3,61 4,91 5,26
4,41 3,69 4,20
4,05 3,65 4,32
4,19 4,61 4,78

Sobresale el hecho de que en la muestra aleatoria anali-
zada de células en diacinesis se manifiesta una segregacion
balanceada, sin presencia de univalentes o multivalentes.
Ademis, todos los apareamientos cromosémicos tuvieron una
apariencia simétrica, lo que apunta hacia la ausencia de het-
eromorfismo cromosémico en la determinacién del sexo.

Los cromosomas meidticos presentaron una longitud que os-
cilé entre 3,22 pm y 8,9 pm, con un promedio de 4,52 pm, a par-
tir de mediciones tomadas a tres diferentes células (Tabla 3). Se
agruparon las observaciones y se visualizé su distribucién con un
histograma de frecuencias (Fig. 3). Se observé una alta frecuen-
cia de cromosomas pequefios (3 a 5 pm), seguida de una menor
frecuencia de cromosomas medianos y grandes (mayor de 5 pm).

CONCLUSIONES

Los anilisis mit6ticos y meioticos en Dasylirion cedrosanum
revelan un nimero cromosémico 2n = 2x = 38, el cual es con-
sistente con las observaciones previas en otras dos especies del
mismo género. En las células en metafase mitdtica se observé
una variacién media en tamafio y posicién del centrémero
entre cromosomas, de submetacéntricos a subtelocéntricos, lo
que indica la factibilidad de construir un ideotipo cromosémi-
co para la especie. El apareamiento como bivalentes que se
observa en las células analizadas indica que es una especie con
herencia disémica. La simetria de las configuraciones sugiere
la ausencia de un posible heteromorfismo cromosémico en la
determinacién del sexo.
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