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RESUMEN 

Los conteos cromosémicos en la familia Podostemaceae representan hasta el momento 
un 18.4% de los géneros y un 4.8% de las especies. Para contribuir al entendimiento de las 
relaciones filogenéticas de este grupo de plantas, se obtuvo el numero cromosémico (21) y se 

analizaron los cariotipos en los géneros Oserya, Podostemum, Tristicha y Vanroyenella. Se 

realizaron colectas sistematicas en localidades de diferentes estados de la Republica Mexicana 

con el propésito de obtener material vegetal. Para la obtencién de tejido meristemético activo se 
probaron dos técnicas; la germinacién de semillas en acuario y germinacién de semillas por 

cultivo de tejidos in vitro. 

Se obtuvo por primera vez el ntmero cromosdmico de los géneros Oserya, 

Vanroyenella, ambos con 2n = 28 y para Tristicha con 2n = 20. 
EI andlisis cariotipico de Oserya y Vanroyenella mostré diferencias significativas con 

respecto a Tristicha. Las férmulas cariotipicas de Oserya y Vanroyenella consisten de 13 pares de 

cromosomas metacéntricos y | par de submetacéntricos, mientras que el género Tristicha 
presentd 10 pares de cromosomas metacéntricos. El andlisis también mostré pequefias diferencias 

en el indice de asimetria, el género Tristicha presenta el cariotipo mas simétrico con un indice de 

simetria TF% de 48.91 y el mas asimétrico lo presenta Oserya con un indice de simetria TF% de 

45.81. 
Los resultados cromosémicos obtenidos en 2 géneros de la familia Podostemaceae, 

Oserya y Vanroyenella apoyan una mayor relacién taxonémica entre ellos, debido a que 

presentan ntiimeros cromosémicos del mismo orden de magnitud 2n = 28, en comparacién con el 
género Tristicha cuyo nimero cromosémico es 2n = 20. 

También se realizaron estudios del contenido de ADN en 2 géneros de podostemaceas 
por citometria de flujo, resultando genomas pequefios de 1.01 pg en Marathrum rubrum y 2.33 pg 

en Oserya sp nov. 
La subfamilia Tristichoideae presenta un mimero basico de x = 10, el andlisis de los 

nimeros cromosémicos de sus miembros indican a la poliploidia como el principal mecanismo de 
evolucién cromosémica. Mientras que la subfamilia Podostemoideae es probablemente un grupo 

paleopoliploide, presenta los numerds basicos x = 13, 14, 15 y 17 (serie disploide), estas variaciones 

en los ntimeros basicos, de acuerdo al analisis cariotipico se originaron principalmente por 

aneuploidias debidas a translocaciones. 
De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas, estudios biogeograficos, analisis 

filogenéticos utilizando secuencias de rbcL y los datos citologicos obtenidos en este trabajo, se 

apoya la idea de segregacién de las subfamilia Podostemoideae y Tristichoideae en nivel de 

familias.



INTRODUCCION 

La familia Podostemaceaeconsta de 49 géneros y 250 especies. Aproximadamente un 60% 

de estas especies se presentan en el Nuevo Mundo, mientras que en el Viejo Mundo habitan un 

mayor numero de géneros (Philbrick & Novelo, 1994). De los 19 géneros y 161 especies presentes 

en el continente americano, cerca del 70% de las especies se ubican en 4 géneros: Apinagia con 

aproximadamente 50 especies, Marathrum con 25 especies, Rhyncholacis con 25 especies y 

Podostemum con 10 especies (Philbrick & Novelo, 1995). 

Las Podostemaceae es la tinica familia americana de angiospermas que crecen adheridas a 

un sustrato rocoso en rios con rapidos y de agua clara. Es de amplia distribucién, principalmente en 

las regiones tropicales y subtropicales de América, Africa, Madagascar, este de Asia y Australia 

(Cook, 1990). Muy pocas especies habitan en zonas templadas, como io son: Podostemum ° 

ceratophyllum Michx., que se distribuye del sur de Canada hasta la regién oeste de los Estados 

Unidos (Philbrick & Crow, 1983), mientras que en Japén se distribuyen algunas especies de los 

géneros Hydrobryum y Cladopus (Philbrick, 1984). 

La morfologia del desarrollo y la diversidad estructural en Podostemaceae es muy 

marcada, Asumiendo que las Podostemaceae derivaron de una planta tipica cormofitica con el 

clasico modelo raiz-tallo (cRs), Rutishauser (1997) sefiala para esta familia una dindmica 

evolutiva del desarrollo de las estructuras vegetativas, como: la formacién de estructuras 

crustaceas resultado del aplanamiento dorsiventral de las raices, tallos o ambos; reduccién ° 

pérdida de la cofia de las raices; la presencia de rizoides que secretan una sustancia adhesiva y 

frecuentemente de un disco adhesivo; formacién de érganos a partir de meristemos de tipo 

enddégeno o exdgeno. Debido a esta peculiar morfologia, Les et al. (1997) consideran que las 

relaciones filogenéticas de estas plantas acuaticas son dificiles de conocer debido a la adaptacién 

a los habitats tipicamente acudticos que van acompafiados de importantes reducciones 

morfolégicas y modificaciones que pueden oscurecer e incluso eliminar caracteres 

taxondmicamente utiles. 

N



El alto grado de especializacion, diversidad y endemismo de las podostemaceas, interesé 

a numerosos tax6nomos desde que se reconoci6 por primera vez esta familia por Richard (1815), 

quien la designdé como Podostemeae. 

Royen (1951) realizé la revisién taxonomica de la familia Podostemaceae en e] Nuevo 

Mundo. Hasta ese entonces, se le ubicaba en el orden Podostemales Lindley, con una sola familia 

Podostemaceae Rich. ex C. Agardh, él reconocio dos subfamilias: la subfamilia Podostemoideae 

con las tribus Mourereae y Eupodostemeae y la subfamilia Tristichoideae con las tribus 

Tristicheae y Weddellineae. Otros taxénomos las consideran como dos familias distintas: 

Tristichaceae y Podostemaceae (Willis 1915, 1926; Cusset & Cusset, 1988). 

El numero de taxa en la familia varia de acuerdo con el autor, debido a que la 

delimitacion de los géneros y especies en la familia presenta ain serias dificultades, tal es el caso 

del género Marathrum, que muestra un polimorfismo vegetativo importante. Un factor relevante 

que dificulta el estudio de las podostemaceas es su complicada colecta y a la escasez de botanicos 

interesados en este tipo de plantas, lo cual se refleja en colecciones de herbario incompletas, que 

impiden y limitan los trabajos taxonémicos (Novelo & Philbrick, 1993). 

En México, hasta el momento se han reportado 5 géneros y 8 especies (Philbrick & 

Novelo, 1997). Marathrum Humb. & Bonpl. (Marathrum rubrum Novelo & Philbrick, M. 

schiedeanum (Cham.) Tul, y M. tenue Liebm.), Oserya Tul. & Wedd. (O. coulteriana Tul., y O. 

longifolia Novelo & Philbrick), Podostemum Michx. (P. ricciiforme (Liebm.) P. Royen), 

Tristicha Du Petit Thouars (7. trifaria (Bory ex Willd.) Spreng.) y Vanroyenella Novelo y 

Philbrick (Vanroyenella plumosa Novelo & Philbrick). 

Los estudios citogenéticos realizados en la familia Podostemaceae son muy escasos, y 

han sido dirigidos principalmente a la determinacién del nimero cromosdémico, dichos estudios 

representan sdlo el 18.4% de los géneros y un 4.8% de las especies. Cronquist (1981), tomando 

en cuenta los conteos realizados hasta esa fecha, propuso para la familia Podostemaceae un 

nimero basico de x = 10, posteriormente Okada (1991) sugirio un x = 5.



Respecto a la citogenética de las podostemaceas mexicanas, Oropeza et al. (1998), 

reportaron que el numero cromosémico para el género Marathrum es de 2n = 28 en todas las 

poblaciones analizadas y con un nimero basico de x = 14. 

Con base en el conocimiento que se tiene hasta el momento, el propdésito de este trabajo 

es aportar informacién a nivel citogenético para los distintos géneros presentes en México y de 

esta manera contribuir en el estudio sistematico de esta importante familia.



ANTECEDENTES 

I. Generalidades de Ja familia Podostemaceae 

Descripcion 

Hierbas anuales o perennes. Raices de forma acintada, taloides o foliosas, usualmente 

fotosintéticas con rizoides en la superficie inferior. Tallo muy reducido u originandose 

lateralmente a lo largo de las raices, opuestos o subopuestos. Hojas ausentes, presentes o 

reducidas, extremadamente variables en tamafio y forma; estipulas presentes 0 ausentes. Flores 

solitarias o en inflorescencias, pediceladas, envueltas por una espatela o por algunas hojas, o 

varias flores dentro de una sola espatela; hermafroditas, actinomorfas o zigomorfas. Perianto 

cuando presente, 3, 5-lobado, o reducido a tépalos parecidos a escamas; tépalos 2 a numerosos, 

usualmente alternando con los estambres. Estambres de 1 a numerosos, en 1 6 2 verticilos 

completos o en un verticilo incompleto confinado a un lado de las flores, libres 0 unidos, algunas 

veces 2 6 raramente 3 6 4 estambres nacen en un andropodio; filamentos comtinmente deciduos 

después de la antesis 0 persistentes y endurecidos; anteras basifijas o dorsifijas, con dehiscencia 

longitudinal con 2 aberturas, introrsas o extrorsas; polen en monadas, diadas o en grupos; ovario 

supero, 1, 3-locular, algunas veces asentado sobre un gindforo corto, carpelos iguales o 

desiguales; placenta axilar con 2 a numerosos évulos andtropos; estigmas de 1 a 3, muy variables 

en forma y tamafio; fruto una capsula, con 2 6 3 valvas, valvas externamente acostilladas, 

aquilladas o lisas; semillas 2 a numerosas, sin endospermo. Crecen en cascadas, en rios con 

rapidos, en aguas claras, adheridas a rocas u otros objetos sdlidos. (Esta descripcién esta basada 

en Novelo & Philbrick, 1997). 

Historia taxonémica 

Richard (1815) reconoce por primera vez a la familia Podostemaceae e incluye a los 

géneros Marathrum y Podostemum, colocandola dentro de las monocotiledéneas, junto a las 

Juncaceae, Butomaceae y Alismataceae. Crecen en cascadas, en rios con rapidos, en aguas claras, 

adheridas a rocas u otros objetos sdélidos



Lindley (1830) sugirié que la familia Podostemaceae deberia estar ubicada dentro de las 

dicotiledéneas, considerando su tipo de habitat y la venacion de las hojas. Esta hipdtesis la 

confirmaron Schleiden (1839) y Gardner (1847) al comprobar que los embriones presentan dos 

cotiledones. 

Warming (1890) y otros autores Ja situaron dentro del orden Rosales. Posteriormente, 

Hutchinson (1926) ubica a las Hydrostachyaceae y Podostemaceae en el orden Podostemales entre 

las Sarraceniales y Caryophyllales. Pero posteriormente los estudios embrioldégicos realizados por 

Mauritzon (1933) revelaron que las Podostemaceae presentan una relacién estrecha con 

Saxifragaceae, Crassulaceae y Rosaceae. 

Royen (1951) realizo la revision taxondémica de este grupo de plantas en el Nuevo Mundo 

y propuso dividir a la familia Podostemaceae en dos subfamilias (Podostemoideae y Tristichoideae) 

cada una compuesta por dos tribus, tomando en cuenta la forma del perianto, la posicién y el 

numero de flores, presencia de envolturas florales (espatela), Ja posicion y el tamafio de las hojas. 

Este autor sugirié que las Podostemaceae, Crassulaceae y Rosaceae forman el estado final de tres 

lineas divergentes que se originaronen el grupo de las Saxifragaceae, y las reconoce como un grupo 

natural que deberia estar separado de las Rosales y constituir su propio orden. Willis (1915) y mas 

tarde Cusset & Cusset (1988) proponen elevar la subfamilia Tristichoideaea rango de familia. 

En la ultima década, numerosos tax6nomos han realizado diferentes estudios para tratar 

de esclarecer las relaciones filogenéticas de las Podostemaceae. Romo ef al. (1993) levaron a 

cabo un andlisis fitoquimico en cinco especies que representan cinco géneros distintos de 

podostemaceas americanas, los componentes quimicos presentes en este grupo de plantas, tienen 

una limitada distribucién dentro de las angiospermas, lo que refuerza la idea de que se trata de un 

grupo taxonémicamente aislado, al compararlo con los andlisis de otros grupos cercanos, 

concluyendo que la familia Podostemaceae se encuentra mas estrechamente relacionada con 

Crassulaceae y Saxifragaceae. Por su parte Udeal ef al. (1997) estudiaron las relaciones 

filogéneticas de tres especies que representan dos géneros de podostemaceas asiaticas, analizando 

secuencias de nucleotidos (de genes de rhcL), junto con numerosos grupos de angiospermas, sus 

resultados apoyan la hipdtesis de que la familia se derivé de las Saxifragaceae y Crassulaceae, y



estas ultimas son el grupo hermano de las Podostemaceae. Les ef al. (1997) investigaron la 

filogenia de este grupo de plantas acuaticas por comparacion de secuencias de ADN del gen que 

codifica para cloroplastos (rbcL), utilizando 8 especies, que representan 8 géneros Americanos de 

podostemaceas y los comparan con 84 géneros del grupo de las angiospermas y 11 géneros de 

plantas sin semillas. Sus resultados apoyan la clasificacién de que este grupo de plantas esta 

constituido por familias separadas, Tristichaceae y Podostemaceae y también apoya una estrecha 

relacién entre las familias Hydrostachyaceae y Podostemaceae como taxa hermanos, que se 

encuentran relativamente cerca de las familias Crassulaceae y Haloragaceae. 

Hasta el momento, la clasificacién taxonédmica cominmente usada en floras regionales 

por numerosos autores reconocen dos subfamilias, Tristichoideae y Podostemoideae (Royen, 

1951; Takhtajan, 1980). Sin embargo, los estudios realizados por Willis (1915), Cusset & Cusset 

(1988), Les e¢ al. (1997), apoyan la separacién de Tristichoideae a nivel de familia. En este 

trabajo se utilizara la clasificacién de Royen (1951). 

Habitat y ecologia 

La familia Podostemaceae, se desarrolla basicamente en los trdpicos, en un tipo de 

habitat unico para las angiospermas: adheridas a las rocas, en los rios y pequefias caidas de agua 

(Philbrick & Novelo, 1995). Las caracteristicas generales de la historia de vida de las 

Podostemaceae reflejan la naturaleza del habitat estacional en el cual se presentan (Novelo & 

Philbrick, 1993), Debido a que los niveles de agua de los rios cambian periddicamente, en época 

de Iluvias el nivel es alto, mientras que en época de secas el nivel es bajo, durante el primer 

periodo ocurre el maximo crecimiento vegetativo cuando las plantas estan totalmente sumergidas 

en aguas bien aereadas y en 4reas iluminadas con luz solar directa. La floracién es aérea y ocurre 

unicamente cuando los niveles de agua descienden; se ha reportado polinizacion anemofila y 

entomofila (Novelo & Philbrick, 1993). 

El fruto capsular de tas Podostemaceae requiere desecacion para la dehiscencia, el cual 

deja caer las semillas sobre las rocas. Su dispersion puede ser por agua en un mismo rio y se cree 

que entre sistemas de rios podrian ser por aves. Una vez sobre la roca, la capa mas externa de la



cubierta de la semilla se expande al ser hidratada y se forma un mucilago que al secarse, se 

adhiere firmemente al sustrato (Royen, 1951; Novelo & Philbrick, 1993). 

El crecimiento vegetativo maximo de las podostemaceas ocurre cuando la planta esta 

sumergida, asi las hojas mas grandes se encuentran antes de la floracién. Sin embargo, cuando las 

plantas estan expuestas, comienza la floracién y Jas hojas maduras frecuentemente se pierden. 

Finalmente, en el momento de la maduracién de la cdpsula, las hojas tienen ya demasiado tiempo 

de haber desaparecido. Lo anterior hace necesario visitar una poblacién repetidamente para 

observar todas las fases del ciclo de vida (Novelo & Philbrick, 1993). 

Importancia 

Las podostemdceas son utilizadas como forraje durante la temporada de secas en paises 

como Colombia y Panama. En otros, se utilizan como alimento para peces 0 como ensalada en Ja 

dieta humana (Royen, 1951). En el Amazonas se utilizan algunas especies como sazonador de 

comida, una de éstas es Rhyncholacis, cuyas hojas son secadas y pulverizadas y se usan como 

sustituto de Ja sal. En algunos lugares de México, algunas especies de Marathrum son empleadas 

como medicinales contra enfermedades del higado (Philbrick & Novelo, 1995). 

Endemismo 

Royen (1951), Cook (1990) & Philbrick y Novelo (1993) destacan el alto porcentaje de 

endemismo para la familia Podostemaceae. Philbrick & Novelo (1995) estiman en 48% el 

endemismo para las especies del Nuevo Mundo. Alrededor de 14 de los 19 géneros del continente 

americano tienen especies endémicas. Algunos géneros monotipicos como Ceratolacis, Devillea 

y Vanroyenella son localmente endémicos. Los géneros Apinagia, Castelnavia, Oserya y 

Rhyncholacis presentan mds del 50% de especies endémicas, pero también se conocen 

endemismos en Janmaniella, Marathrum, Mourera y Podostemum (Philbrick & Novelo, 1993). 

Alrededor de un 50% de las especies presentes en México son endémicas, lo cual se 

describe en los siguientes apartados.



Géneros presentes en México 

Recientemente, Novelo & Philbrick (1997) realizaron el inventario de las podostemaceas 

en la mayor parte de la Reptiblica Mexicana, en donde encontraron 5 géneros y 8 especies. Seguin la 

clasificacién de Royen (1951), en México se encuentran representados cuatro géneros de la 

subfamilia Podostemoideae: Marathrum Humb. et Bonpl., Oserya Tul., Podostemum Michaux, y 

Vanroyenella Novelo y Philbrick, mientras que la subfamilia Tristichoideae solamente incluye al 

género Tristicha Du Petit-Thouars. 

Marathrum es uno de los géneros americanos con mayor diversidad, esté compuesto por 

25 especies distribuidas en las Antillas Mayores, México y Centroamérica, hasta el noroeste de 

Sudamérica. En México, es el mas diverso y tiene tres especies; M. rubrum Novelo y Philbrick, M. 

schiedeanum (Cham.) Tul. y M. tenue Liebmann (Novelo & Philbrick, 1997). Marathrum rubrum 

es endémico a las partes bajas de la vertiente del Pacifico Mexicano, en los estados de Jalisco y 

Guerrero, hasta los 400 m de altitud. Marathrum schiedeanum es de amplia distribucién, alcanza 

hasta los 1000 m de altitud, desde Nayarit a Chiapas por el Pacifico y, en Veracruz por el Atlantico. 

Marathrum tenue es comin en las costas del Atlantico, en la zona del centro y en la parte sur de las 

costas del Pacifico Mexicano, alcanza regiones de climas mas templados a una altitud cercana a los 

1500 m. 

De acuerdo con Royen (1954) y Novelo & Philbrick (1995), Oserya, es un género 

americano constituido por siete especies, cinco de las cuales se encuentran en el norte de Brasil y el 

noreste de Sudamérica. Poco se conoce de la distribucion geografica de las especies sudamericanas 

de Oserya, debido a que cuatro son conocidas solamente de Jas colecciones tipo. En México, el 

género Oserya esta constituido por dos especies endémicas al Pacifico Mexicano; O. coulteriana 

Tul. y O. longifoliaNovelo & Philbrick. 

Oserya coulteriana en México, se distribuye en la costa del Pacifico desde Sonora hasta 

Guerrero, en el centro de México principalmente en Morelos y en Baja California Sur. Alcanza 

hasta los 2000 m de altitud. Mientras que Oserya longifolia también es endémicaa México y sdlo se 

conoce de la localidad tipo en el estado de Jalisco. Alcanza los 300 m de aititud.



Podostemum es un género esencialmente pantropical constituido por cerca de 17 especies. 

Se distribuye desde el noreste de Norteamérica y las Antillas, de México hasta Centroamérica y en 

Sudaméricaen Brasil, Argentina y Uruguay (Royen, 1954). 

Podostemum ricciiforme es endémico de la vertiente Atlantica de México, en los estados 

de Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz. Alcanza hasta los 1500 m de altitud. En el estado de 

Veracruz crece en rios ricos en nutrimentos. La eutroficacién parece debida a aguas residuales de 

origen doméstico e industrial (Quiroz er al., 1997). De acuerdo a los autores, en condiciones 

eutroficas existe un bajo indice de floracién y no se encuentran frutos. 

El género Vanroyenella es endémico a México. Esté compuesto por una sola especie V. 

plumosa Novelo & Philbrick y se le conoce tnicamente de los estados de Jalisco y Guerrero. 

En el continente americano el género Tristicha esté representado por una sola especie, 

Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en la 

parte tropical y subtropical de América y Africa; en México se distribuye desde Nayarit a Chiapas 

por el Pacifico y desde San Luis Potosi al suroeste de Veracruz y Tabasco por el Atlantico, y en la 

zona centro en los estados de México y Morelos, hasta los 1300 m de altitud. 

En el tabla 1 se muestran algunas de las caracteristicas morfolégicas que distinguen a los 

cinco géneros presentes en México. 
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Tabla 1. Caracteristicas diagnésticas de los géneros mexicanos de la familia 

  

  

  

Podostemaceae. 

Cardacter Géneros 

Marathrum Oserya Podostemum Tristicha Vanroyenella 

HABITO 

Duracién Anual Perenne Perenne Perenne Anual 

HOJA 
Forma Repetidamente Repetidamente Entera 0 Entera Pinnada 

pinnadas o dividida repetidamente (parecidas a 
divididas dividida escamas) 

FLOR 
Estructura de Espatela Espatela Espatela Bracteas Espatela 

proteccién 

No. de flores por 1(2) 1 1 1 (2)8-12 

inflorescencia 

ESTAMBRES 
Numero 2-9(11) (1)2(3) (1)2() 1(2) 2 

Andropodio Ausente Presente Presente Ausente Ausente 

OVARIO 
No. de loculos 2 2 2 3 2 

No. de estigmas 2 2 2 3 2 

FRUTO 
No. de valvas por 2 2 2 3 2 

fruto 
POLEN 
Asociacién Monadas Monadas Diadas Monadas Monadas 

No. y tipo de Tricolpado Tricolpado a Tricolpado Pantoporado _—‘Tricolpado 

aberturas ‘ pentacolpado 
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II. Citogenética 

La citogenética es la ciencia que estudia la correlacién de las caracteristicas genéticas y 

citolégicas de los organismos. Se fundamenta en los siguientes tres puntos esenciales: a) los 

genes estan situados en los cromosomas; b) su ordenacién sobre los mismos es lineal; y c) al 

fenémeno genético de la recombinacién le corresponde un fendmeno citolégico de intercambio 

cromosémico (Wilson, 1896 citado por Lacadena, 1988). De acuerdo a lo anterior, la citogenética 

estudia la regularidad de la distribucién de los genes de célula a célula (mitosis), de generacion a 

generacion (meiosis), asi como su origen y la relacién con la transmisién y la recombinacion 

génica (Saez y Cardoso, 1978; Garcia, 1990). Es una importante herramienta en estudios 

biosistematicosy es usada para lograr un mejor entendimiento de las relaciones filogenéticas y las 

tendencias evolutivas de los distintos niveles taxondémicos. De acuerdo con Garcia (1985), el estudio 

del comportamiento de los cromosomas puede dar importantes indicios sobre los procesos 

evolutivos que han operado en los seres vivos, asi como de los cambios genéticos que han dado 

lugar a la formacidn de especies. 

Por lo tanto, el estudio integral de una especie requiere del andlisis de manera conjunta de 

la mayor cantidad de caracteristicascariolégicas, como son los numeros cromosdémicos, estudios del 

cariotipo, bandeo cromosémico, comportamiento de los cromosomas meisticos, longitud total de la 

cromatina y contenido de ADN (Jackson, 1971; Bennett, 1984; Kenton, 1986). Singh (1993) sefialé 

que ja nomenclatura y las relaciones de las especies basada en la taxonomia clasica pueden ser 

verificadas por medio de evidencias citogenéticas, como el andlisis cariotipico, el grado de 

entrecruzamiento, 1a viabilidad de hibridos, el comportamiento en meiosis, los procedimientos 

bioquimicos y la caracterizacion molecular. Sin embargo, las relaciones filogenéticas entre 

especies y su clasificacién, pueden ser mejor entendidas utilizando diferentes disciplinas como la 

morfologia, anatomia, palinologia, citogenética, bioquimica, etc. (Stace, 1980, Singh, 1993). 
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Cromosomas mitoticos 

Los cromosomas son entidades permanentes del nucleo celular, su aspecto depende del 

estado fisiolégico en que se encuentre la célula, pueden estar en forma de delgados filamentos 

como se presentan en interfase nuclear o bien como elementos de forma y tamafio caracteristicos 

en las fases finales de la divisién celular (Sdez y Cardoso, 1978). Su funcion es el 

almacenamiento, duplicacién y transmisién de la informacién hereditaria en unidades Iamadas 

genes a través de los procesos de mitosis y meiosis (Stebbins, 1971; Robertis y Robertis, 1990). 

Los cromosomas mitéticos son observados en células somaticas obtenidas de tejido 

meristematico, las cuales son sometidas a tratamientos con diversos mitostaticos, previos a la 

fijacion y tincién (Garcia, 1990; Mercado & Lira, 1994). Con esta técnica, se obtiene e] numero 

cromosémico somatico (2n) de una planta 6 un grupo de plantas relacionadas, la estructura de los 

cromosomas 0 cariotipos, asi como los niveles de poliploidia (Palomino, 1995). La informacién 

obtenida permite determinar el nimero basico (x) de grupos de ligamiento génico y cudntas veces 

se repiten, proporcionando un indicador r4pido de la similitud génica entre poblaciones y especies 

(Kenton, 1986). 

Cariotipo e idiograma. 

El cariotipo es la apariencia fenotipica del complemento cromosémico particular de un 

individuo o grupo afin de individuos y esta definido tanto por el nimero como por la forma de los 

cromosomas en metafase mitética (Lewistky, 1931; Stebbins, 1971; John, 1976). La morfologia de 

los cromosomas se describe con base en seis caracteristicas: nimero basico (x), tamafio absoluto, 

tamatio relativo, relacién de brazos, mimero y tamafio de constricciones secundarias, distribucion y 

tamaiio de segmentos hetero y eucromaticos (Garcia, 1990). 

El numero basico representa el nimero haploide mas pequefio de cromosomas de una 

serie poliploide (Rieger ef al., 1982) y es una de las caracteristicas mejor conocidas y la mds 

utilizada en la determinacién de la posicién taxondémica y filogenética de las especies. Géneros, 

especies e incluso familias relacionadas, poseen a menudo numeros cromosémicos del mismo 

orden de magnitud (Moran, 1949; White, 1957). Stace (1980) sefiala que el conteo cromosémico 

13



es la evidencia biosistematica que mas se utiliza en los estudios tax6nomicos de las floras 

modernas, sin embargo, esta informacion esta disponible sdlo para un 15% a 20% de las plantas 

vasculares y es menor para familias de plantas tropicales. 

La posicién del centrémero (también llamada constriccién primaria) se caracteriza por su 

gran constancia y constituye un marcador util en la identificacién morfoldgica de los 

cromosomas, de acuerdo a esta caracteristica Levan ef al. (1964), clasifican a los cromosomas en 

cuatro grupos: m (metacéntricos), sm (submetacéntricos), st (subtelocéntricos) y t (telocéntricos). 

Cada uno de estos grupos se caracteriza por una magnitud definida de su relacién de brazos. 

La determinacién del cariotipo también toma en cuenta otras caracteristicas para 

clasificar a los cromosomas como son: tamajfio absoluto, se refiere a la longitud y al didmetro 

(expresado en micrémetros) del total y de cada uno de los cromosomas; tamafio relativo, es la 

relacion que guarda Ja Jongitud de un cromosoma particular con respecto a los demas y al total 

del genomio, esta es una caracteristica constante y permite la identificacién y clasificacién del 

complejo cromosémico, Esta relacién puede ser estimada como el porcentaje con respecto a la 

longitud total del genomio tomado como 100%, esto permite visualizar mds claramente las 

diferencias o similitudes entre los cromosomas de genomios o especies diferentes. Relacién de 

brazos, la morfologia cromosémica es determinada por la posicién del centrémero (Garcia, 1990). 

Los distintos pares de cromosomas se arreglan en orden decreciente de tamafio y se numeran 

progresivamente, partiendo de uno para el par mas largo (Garcia, 1990). 

Otros marcadores utiles son las constricciones_secundarias, que consisten de 

estrechamientos de la longitud del cromosoma en donde su posicién y tamafio son constantes y en 

la mayoria de los casos estén estrechamente relacionados con el lugar en que se encuentra el 

organizador nucleolar. E] nimero de cromosomas que presentan constricciones secundarias de 

cada célula varia de una especie a otra. La presencia de por lo menos una constriccién secundaria 

asociada a un NOR garantiza que se produzca la sintesis protéica. Debido a que la region 

organizadora nucleolar (NOR) esta constituida por un conjunto de copias de genes que codifican 

para la sintesis el ARN 45S precusor del ARN ribosémico (ARNr), el cual posteriormente sera 

procesado y formara parte de la subunidad grande del ribosoma maduro. Por lo tanto su funcién 
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esta asociada con la lectura del ARN-m y la realizacién del enlace polipeptidico durante el 

proceso de traduccién que se lleva a cabo en los ribosomas. Un segmento cromosdmico separado 

del cuerpo principal del cromosoma mediante una constriccién secundaria, se denomina satélite y 

puede ser terminal o intercalar (Lacadena, 1988; Rieger et al., 1982). 

El andalisis de los cariotipos se realiza mediante representaciones graficas, los 

cariogramas (microfotografias 0 dibujos) e idiogramas (barras con la posicién relativa del 

centrémero), su comparacién tiene como objetivo mostrar el grado de homologia entre los 

genomios de las especies, esta informacién permite elaborar hipétesis sobre como surgieron estas 

variaciones en el curso de la evolucién de los grupos en estudio y de establecer las posibles 

relaciones entre los diferentes niveles taxonémicos (Garcia, 1990). 

Poliploidia 

Las diferencias en los cariotipos proporcionan informacién sobre los cambios que han 

ocutrido a nivel cromosémico (Jones, 1978). Los cambios numéricos en el cariotipo que 

involucran sélo un cromosoma provocan aneuploidias y los que afectan a todo el complemento 

cromosémico provocan poliploidias. Las alteraciones en el numero de cromosomas, ¢s el 

resultado de fisiones centroméricas, fusiones céntricas, aneuploidias y poliploidias (Rieger ef al., 

1982; Garcia, 1990). La poliploidia implica la duplicacién de todo el complemento cromosémico, 

ya sea por la supresién de la citocinesis, o bien por la formacién de gametos con un numero no 

reducido de cromosomas, cuando Ja duplicacién se presenta en la misma especie se denomina 

autopoliploidia, cuando ocurre por hibridizacion, es decir, la unién de genomios de dos o mas 

especies distintas, con posterior duplicacién de los mismos se denomina alopoliploidia (Swason 

et al., 1968; Saez y Cardoso, 1978). 

La poliploidia ha jugado un papel muy importante en la formacion de la diversidad de 

especies vegetales, se calcula que cerca de la mitad de las especies de angiospermas derivaron de 

un ancestro poliploide (Soltis, 1998). Los dos principales modos de origen de la condicién 

poliploide son la duplicacién somatica en la mitosis y la no reduccion en la meiosis (Grant, 

1989). Diferentes autores han buscado una explicacion al éxito de la poliploidia en la evolucion 
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vegetal, algunas causas sugeridas son: el incremento del tamafio, colonizacién y/o capacidad 

competitiva, versatilidad bioquimica y heterocigosidad (Grant, 1989; Soltis, 1998). 

La poliploidia también proporciona propiedades de amortiguamiento a los genotipos, 

tanto de autopoliploides como de alopoliploides, en comparacién con los diploides originales, 

debido a la presencia de numerosas duplicaciones (Grant, 1989). 

De acuerdo a Grant (1989) la alopoliploidia es mas frecuente que la autopoliploidia, la 

alopoliploidia es un sistema genético que permite que un hibrido de especie pase la barrera de 

esterilidad y lleve a cabo una cruza efectiva para su constitucién hibrida, de esta manera, permite 

a las plantas explotar las ventajas intrinsecas de un genotipo altamente heterocigético. Al respecto 

Soltis (1998) mencioné que nuevas evidencias indican que las especies poliploides son producto 

recurrente de formacion poliploide, lo cual introduce adicional diversidad genética dentro de los 

genomas de especies poliploides. ‘Adicionamente, las nuevas combinaciones gené¢ticas que" se 

originen por reorganizacién gendémica siguiendo la formacién poliploide confieren una mayor 

diversidad genética y contribuyen al éxito de los poliploides naturales. 

Evolucion del cariotipo 

El analisis citogenético ha permitido a los taxénomos, evolucionistas, citogenctistas, 

biélogos moleculares y fitomejoradores avanzar en el estudio sobre el grado de relacién entre los 

taxa y sus patrones de divergencia (Kenton, 1986; Singh, 1993). El estudio comparativo de los 

cariotipos muestra las diferencias cromosémicas entre especies, da indicios de cémo surgieron 

estas diferencias en el curso de la evolucién y apoya las teorias de las relaciones filogensticas de 

los organismos (Stebbins, 1971; Garcia, 1990). 

Lewitzky (cit. por Stebbins, 1971) propuso por primera vez los términos simetria- 

asimetria, asociados al tipo de cromosoma que constituyen un complemento cromosémico 

especifico. Considera un cariotipo simétrico cuando poseen un mayor nimero de cromosomas 

metacéntricos y submetacéntricos. El incremento de la asimetria de un cariotipo puede ocurrir por 

cambio de posicién del centrémero, de central a subterminal o terminal, o bien mediante la 

acumulacién de diferencias en el tamafio relativo entre cromosomas por translocaciones no 
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reciprocas originando un cariotipo mas heterogéneo. Lo anterior se basa en los estudios realizados 

por Lewitzky (1931) en la subfamilia Helleboreae (Ranunculaceae), en donde encontré que los 

cariotipos mas simétricos estan asociados a los individuos morfolégicamente mas primitivos, 

mientras que los cariotipos mas asimétricos, estan asociados a los individuos mas especializados. 

En las angiospermas existe la tendencia hacia el incremento de la asimetria de los cariotipos, 

como se observé en Aster y Haplopappus (Stebbins, 1971). 

Garcia (1990) mencioné que los términos, numero fundamental (n-f.) y la simetria- 

asimetria, apoyan la definicién de las tendencias o patrones de evolucién de los grupos de plantas. 

El namero fundamental (n.f.) se refiere al nimero total de brazos mayores que forman un 

cariotipo: dos por cada cromosoma metacéntrico y uno por cada acro- y telocéntrico. El término 

de simetria-asimetria se refiere a las diferencias de tamafio y de relacién de brazos entre los 

cromosomas no homélogos de un genomio. ; 

El incremento de 1a asimetria de los cariotipos puede ser el resultado de inversiones 

pericéntricas y translocaciones desiguales de los segmentos de los brazos cromosémicos, sin 

afectar el numero de centrémeros o de cromosomas del complemento. Sin embargo, las 

inversiones pericéntricas que originan cromosomas acrocéntricos a partir de metacéntricos 

pueden reducir el nimero fundamental del complemento (Stebbins, 1971). 

Jones (1978) propuso que la tendencia a la asimetria en la evolucion cariotipica de los 

grupos de plantas puede ser reversible, debido a cambios causados por translocaciones desiguales, 

inversiones, deleciones, fusiones, fisiones o duplicaciones en segmentos cromosémicos, dando 

origen a cromosomas acro- o telocéntricos inestables, que podrian fusionarse y formar 

metacéntricos. Entonces se producirfa un proceso que puede continuar durante el periodo 

evolutivo con ciclos de simetria y asimetria, una vez que estos ciclos se hayan alcanzado 

totalmente. 

Por otro lado, la poliploidia y la formacién de descendencia hibrida han sido factores 

cromosémicos importantes dentro de la evolucién de las angiospermas (Moore, 1979; Rieger et 

al., 1982; Gardner ef al., 1991). Es posible inducir la poliploidia empleando sustancias como la 

colchicina, oxido nitroso, etc., las cuales inhiben la formacién del huso acromatico e interfieren 
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en la divisién celular. Desde los puntos de vista tedrico y practico, son muchas las posibilidades 

que ofrece la produccién experimental de poliploides (Robertis y Robertis et al., 1990; Gardner et 

al., 1991). 

Citotipos 

Son las variaciones cuantitativas (nimero cromosémico) o cualitativas (estructura 

cromosémica) del complemento estandar de una especie, pueden presentarse en individuos o en 

poblaciones diferentes de la misma especie (Rieger ef al., 1982; Araki, 1985; Palomino & 

Martinez, 1994; Martinez & Palomino, 1997). Las variaciones son causadas por traslocaciones, 

intercambios heterocigéticos o deleciones (Araki et al., 1976). La presencia de citotipos ha sido 

observada en algunos géneros. Araki (1975; 1985) y Araki et al., (1976) reportaron 46 

poblaciones naturales de Scilla scilloides, en las que encontraron tipos diploides, poliploides y ~ 

aneuploides. El origen de la variacién slo puede ser analizada en metafase 1 (M1) y anafase 1 

(Al) de la meiosis. 

Cromosomas meidticos 

Los cromosomas meidticos son cominmente observados en las células madres del polen 

(CMP) contenidas en las anteras de los botones florales. La técnica consiste en el maceramiento de 

anteras, tincién con acetorceina y observacién en fresco al microscopio de luz (Palomino, 1986; 

Garcia, 1990). El andlisis de los cromosomas meidticos, asi como el comportamiento de los 

mismos, permite conocer el nimero y complemento haploide () de una especie en particular, 

colaborando al establecimiento del nimero basico de un grupo de plantas (Palomino, 1986). En la 

meiosis se analiza el mimero y posicién de los quiasmas que mantienen unidas a las cromatidas en 

fase de diploteno hasta la metafase 1 (M1), detectando la formacién de univalentes, bivalentes, 

tetravalentes o multivalentes. Esta informacién puede indicar el origen de aloploides, autoploides, 

cambios Robertsonianos o rearreglos cromosémicos que afectan el comportamiento reproductivo y 

el patrén de variacién de las poblaciones, asi como los eventos que se han llevado a cabo en la 
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evolucién del cariotipo y las relaciones evolutivas en el nivel gendmico (Garcia, 1985; Palomino, 

1986). 

Estudios del contenido de ADN nuclear 

Otro pardmetro importante en la caracterizacién de los genotipos es la cuantificacién de 

ADN. Existen numerosos datos que demuestran la variacién en el contenido de ADN absoluto por 

genoma, tanto de especies silvestres como en cultivadas de los diferentes grupos de angiospermas 

(Bennett & Smith, 1976; Price 1976; Cavallini & Natali, 1991). Los estudios respecto al contenido 

de ADN nuclear son importantes para el establecimiento de relaciones filogenéticas y evolutivas de 

los distintos taxa (Bennett & Smith, 1976; Price 1976, 1988; Dickson ef a/., 1992), este caracter 

afecta un amplio rango de caracteristicas moleculares, celulares y a toda la planta a partir de la 

replicacién del ADN nuclear, por lo tanto se relaciona con el rango de crecimiento, habitat y con el 

tiempo de generacién (Bennett, 1985, 1987) y de manera integral con factores adaptativos 

medioambientalesy ecolégicos (Grime et al., 1985; Wyman et al., 1997). 

La cantidad de ADN de los nucleos haploides (ADN no replicado) de un organismo es 

designado como el valor-C (Swift, 1950). EI rango de la variacion registrada es de 100 veces entre 

las angiospermas, el menor pertenece a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae) con 0.2 pg 

y el maximo a Fritillaria assyriaca Bake (Liliaceae) con 127.4 pg (Bennett & Leitch, 1997). En 

numerosos estudios sobre angiospermas, el tamafio del genoma nuclear es estimado midiendo la 

longitud total de la cromatina (LTC), en lo que se encontré que el contenido de ADN del genoma 

estd positivamente correlacionado con la LTC y el volumen de los cromosomas (Bennett et al., 

1983). Posteriormente se desarrollaron técnicas mas precisas para determinar el valor C-ADN 

utilizando un microdensitémetro el cual detecta un espectro de absorbancia del ADN tefiido con 

Feulgen y se compara con el contenido de ADN de un testigo conocido (uno de los mas utilizados 

es Hordeum vulgare var. sultan) expresado en picogramos (Bennett & Smith, 1976; Kenton, 1984; 

Price, 1988; Cavallini & Natali, 1991; Creber er al., 1994). En estudios mas recientes sobre el 

contenido de ADN en plantas, se implemento una técnica novedosa, la citometria de flujo (Galbraith 

et al., 1983; Dolezel, 1991, 1995, 1997a; Bennett & Leitch, 1997). 
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La citometria de flujo (CF) es una técnica analitica que permite la medida simultanea de 

varios parametros de la misma particula (células, nicleos, cromosomas, etc.). Las particulas 

deben estar en suspensién, y son analizadas de una en una en el seno de un flujo, a una velocidad 

de 30-50 particulas por segundo. El flujo de particulas en su recorrido intercepta un rayo de luz 

muy focalizado, el impacto del rayo con una particula genera sefiales 6pticas que son recogidas 

por detectores, filtradas y convertidas en impulsos eléctricos. La fluorescencia emitida por las 

particulas es analizada utilizando una computadora (Dolezel et al., 1992; Dolezel, 1995; 1997a). 

La citometria de flujo (CF) fue desarrollada originalmente como un método rapido para 

la cuantificacién y andlisis de células sanguineas de animales y humanos para medir numerosos 

parametros celulares como el contenido de ADN, proteinas, enzimas, antigenos y volumen celular 

(Melamed er al., 1979; Dolezel, 1997b). La CF en plantas fue establecida por De Laat & Blaas 

(1984), quienes analizaron y clasificaron los cromosomas de Haplopappus gracilis. A partir de 

estos estudios, surgieron innumerables trabajos en tejidos vegetales debido a que permite un 

andlisis rapido y preciso en grandes poblaciones celulares y organelos celulares. Estas ventajas se 

ven reflejadas en su uso extensivo en plantas de importancia econémica, asi como en 

investigaciones basicas y aplicadas (Dolezel, 1991, 1995, 1997b; Dolezel et al., 1995). 

Para la lectura por citometria de flujo, los nicleos son tefiidos con fluorocromos que se 

unen especificamente al ADN. Las células son inyectadas en un flujo liquido laminar y pasan una 

a una por un punto de medida iluminado con una luz de alta intensidad. Cada célula en el punto 

de interaccién produce una sefial fluorescente que es de intensidad proporcional a su contenido en 

fluorocromo (Dolezel, 1995). 

El contenido de ADN por citometria de flujo es detectado y medido utilizando colorantes 

fluorescentes que se unen especificamente y estequeométricamente al ADN. Algunos se 

intercalan cuantitativamente entre los pares de bases de la doble cadena de acidos nucleicos 

como: el bromuro de etidio (BE), ioduro de propidio (IP) o naranja de acridina. Mientras que 

otros se unen selectivamente a regiones ricas en adenina-timina, DAPI (4’,6 Diamidino- 2- 

fenilindole), DIPI, Hoechst 33258, Hoechst 33342, o regiones ricas en guanina-citocina como 

mitramicina (MI), cromomicina A3 (CH), olivomicina (Dolezel, 1991; Dolezel et al., 1992). 
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El andlisis e interpretacién de los resultados se basa en la alineacién y calibracion 

adecuada del citémetro, utilizando microesferas comerciales, nicleos aislados de eritrocitos de 

pollo o pescado, debido a que son materiales estables con valores determinados de fluorescencia 

o dispersion de la luz, asf como en el de controles internos adecuados para la cuantificacion de 

ADN y estudio del ciclo celular. Los controles internos son muestras celulares de plantas o 

animales diploides en suspensién de valores de contenido de ADN conocido (pg). 

Para realizar estudios por CF, es necesario disponer de una suspensién de nucleos de 

tejidos vegetales (hojas, semillas, frutos, etc.) para analizar sus caracteristicas y relacionar e 

interpretar los resultados obtenidos. Para esto la suspensién nuclear debe cumplir con los 

siguientes requisitos: representatividad del tejido, suspensiones celulares de alta calidad, con 

pocos agregados, restos celulares y un bajo coeficiente de variacién (CV), preservacin de las 

caracteristicas nucleares y cantidad suficiente de la muestra de nicleos (Dolezel, 1995). 

Las aplicaciones basicas de la CF en plantas superiores de acuerdo a Dolezel (1995) se 

resumen de la siguiente manera: andlisis de plofdia, analisis de endoploidia, andlisis del ciclo 

celular, determinacion del tamafio gendémico celular, estimacién de la composicién del genoma 

nuclear, estimacion del contenido de bases del ARN nuclear, determinacién del sexo en plantas 

dioicas, andlisis de la estructura de la cromatina, efectos de la irradiacién. Dolezel (1995) mencioné 

que las ventajas de la CF es la objetividad, alta sensibilidad, velocidad de andlisis, obtencién de 

mediciones multiparamétricas y la separacién de subpoblaciones de particulas analizadas. En 

general, es posible analizar de forma rapida y precisa a partir de cromosomasaisiados, el tamafio de 

cromosomas, indice centromérico, contenido de ADN, proporcién de bases (AT/GC), clasificacién 

de grandes cantidades de cromosomas de tipo simple para el aislamiento de genes y el mapeo. 
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HI. _—_ Estudios citogenéticosen la familia Podostemaceae 

Numeros cromosémicos 

La comprensién de la variacién del mimero cromosémico dentro de la familia 

Podostemaceae puede proporcionar una idea del proceso evolutivo, y un apoyo como primer paso 

para estudios sistematicos y filogenéticos (Les & Philbrick, 1993). Hasta el momento se dispone 

de muy poca informaci6n acerca de los nimeros cromosdémicos de la familia Podostemaceae, los 

conteos cromosomicos representan un 18.4% para los géneros y un 4.8% para las especies, de éste, 

un 6% correspondea 3 géneros (6 especies) americanos. 

Los primeros registrados sobre el numero cromosémico en la familia Podostemaceae 

fueron realizados utilizando la técnica de cortes de botones florales con micrétomo de rotacién, esta 

técnica no es la mds conveniente para conocer el niimero cromosémico de un organismo, debido a 

que los cromosomas pueden doblarse durante la inclusién en parafina y los resultados obtenidos 

serian poco confiables. Esto probablemente se refleja en los conteos obtenidos en Lawia zeylanica 

(= Dalzellia) con 2n = 20 reportado por Magnus (1913), y el conteo posterior obtenido mediante la 

técnica de aplastamiento para esta misma especie con 27 = 30 por Uniyal & Mohan Ram (1994). 

Magnus (1913) y Gaiser (1930) indicaron el numero diploide 2n = ca. 40 para Podostemum 

subulatus. Gaiser (1930) analizé dos especies del género Oenone, reporté los nimeros haploides n = 

12-14 para O. imthurni y n = ca. 8 para O. versteegiana. Chiarugi (1933) realizo el conteo de 

Weddelina squamulosa, en la que encontré un numero diploide 2n = 40, posteriormente confirmado 

por Darlington & Wylie (1955), con un numero haploide n = 20. Okada (1991) registré los nimeros 

diploides de las especies asidticas Cladopus nymanni con 2n = 30 e Indostristicha malayana con 2n 

= 20. Uniyal & Mohan Ram (1994) realizaron los conteos de otras tres especies asidticas 

Hydrobryopsis sessilis con 2n = 26, Dalzellia zeylanica 2n = 20 y Polypleurum stylosum con 2n = 

34, 

A partir del andlisis de Jos nimeros cromosémicos Cronquist (1981) propuso para la 

familia Podostemaceae un numero basico de x = 10 y posteriormente Okada (1991) sugirid un x = 5.



Tabla 2. Nimeros cromosémicos reportados para la familia Podostemaceae. 

  

  

  

  

  

Taxon Continente n 2n Referencia 

Subfamilia Podostemoideae 
Cladopus nymanii Asiatico * 30 Okada, 1991. 

H. Moeller 

Hydrobryopsis sessilis Asiatico * 26 Uniyal & Mohan 
Engl. Ram, 1994. 

Marathrum schiedeanum Americano 14 28 Oropeza et al., 
(Cham.)Tul. 1998. 

Marathrum rubrum Americano * 28 Oropeza et al., 
Novelo y Philbrick 1998. 

Marathrum tenue Americano * 28 Oropeza et al., 
Liebmann 1998. 

O3cnone imthurni Americano ca, * Gaiser, 1930 

Goebel (=Apinagia) 12-14 citado en Federov, 
Van Royen 1974. 

Ocnone versteegiana Americano ca. 8 * Gaiser, 1930 
Went ex Pulle. citado en Federov, 

1974, 

Podostemum subulatus Asiatico * 40? Magnus, 1913. 
Gardn. * ca.40 Gaiser, 1930. 

Polypleurumstylosum Asidtico * 34 Uniyal & Mohan 
J.B. Hall Ram, 1994. 

Subfamilia Tristichoideae 
Indotristichamalayana Asiatico * 20 Okada, 1991. 
Dransf. & Whitmore 

Lawia zeylanica ‘ Magnus, 1913. 
Tul. * 20 Gaiser, 1930 citado 

(=Dalzellia) Wight Asiatico 10 * en Federov, 1974. 
* 30 Uniyal & Mohan 

Ram, 1994, 

Weddelina squamulosa Chiarugi, 1933. 
Tul. Americano * 40 Darlington & 

20 * Wylie, 1955. 

 



Morfologia cromosémica 

Los estudios sobre el andlisis cariotipico en podostemaceas son escasos. Okada (1991) 

realizé el andlisis cariomorfolégico de la especie asiatica Cladopus nymanii, quien mostré un 

cariotipo de tipo bimodal, formado por 8 pares de cromosomas grandes y 7 pares de cromosomas 

chicos, en un rango de longitud del tamafio de los cromosomas de 0.5 a 2.0 uum. Por su parte, Uniyal 

& Mohan Ram (1994) analizaron el cariotipo de 3 especies, utilizando la técnica de aplastamiento 

(squash) en meristemos de raices en 3 taxa de la familia Podostemaceae que viven en Asia, dos de 

esas especies pertenecen a la subfamilia Podostemoideae, Hydrobryopsis sessilis la cual presentd 

una férmula cariotipica formadao por 2n = 26, 3m+6sm+2stt+2t, mientras que Polypleurum 

stylosum esta constituida por 2n = 34, 6m+7sm+2st+2t, por ultimo la especie representante de la 

subfamilia Tristichoideae, Dalzellia zeylanica con 2n = 30, presentd una formula cariotipica de 

6m+6smt1stt+2t. Recientemente Oropeza et al. (1998) llevaron a cabo el andlisis cariotipico de tres 

especies del género Marathrum (subfamilia Podostemoideae) en México. En M. rubrum y M. tenue 

todos los cromosomas fueron metacéntricos y en M. schiedeanum el compiemento cromosémico 

esta formado por 11 pares de cromosomas metacéntricos y 3 pares de submetacéntricos. Aunque 

estos estudios no son suficientes para dar una idea general sobre la morfologfa de los cromosomas 

en las podostemaceas, son importantes ya que la formula cariotipica y la longitud total de la 

cromatina pueden indicar el papel de las alteraciones estructurales de loss cariotipos durante su 

evolucion. 

IV. Germinaci6n in vitro en la familia Podostemaceae 

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es una herramienta aplicada en la conservacién de 

especies de importancia econémica y especies en peligro de extincién (George, 1993). Esta 

metodologia se fundamenta en la totipotencialidad celular, es decir, a partir de un conjunto de 

células de cualquier parte de la planta se pueden regenerar nuevas plantas (Bidwell, 1979; Curtis, 

1986). La metodologia por cultivo in vitro consiste en cultivar sobre un medio nutritivo, en 
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condiciones estériles, fragmentos de plantas (explantes), semillas, embriones, érganos, tejidos, 

células 6 protoplastos de plantas (Curtis, 1986; Mateo-Sagasta, 1990). 

La obtencién de un buen cultivo depende en gran medida de los componentes fisico- 

guimicos del medio de cultivo que permitan el desarrollo adecuado de las plantas, los 

componentes basicos del medio son microelementos, macroelementos, una fuente de carbono y 

reguladores de crecimiento, pH, temperatura y fotoperiodo (Curtis,1986; George, 1993). De igual 

importancia son, el tipo y estado fisiolégico de la planta factores importantes en el] estudio de la 

regeneracion y estabilidad genética (George, 1993). 

Existen diferentes medios de cultivo que varian en la concentracién de sustancias. La 

eleccién del medio adecuado depende de ios requerimientos de la especie a estudiar, asi como de 

los objetivos del cultivo, ya sea induccién de callo, desarrollo de raices, obtencién de embriones 

somaticos, aunque el medio de cultivo més comunmente usado es el desarrollado por Murashige 

& Skoog (MS) en 1962. 

Los estudios de la familia Podostemaceae en condiciones de laboratorio son muy 

escasos, aunque algunos investigadores consideran la posibilidad de obtener plantas maduras 

mediante germinacién in vitro como una oportunidad para comprender la biologia de este 

peculiar grupo de plantas. El éxito de esta metodologia proporcionaria una excelente oportunidad 

a morfdlogos y ecologistas para estudiar e interpretar la estructura, desarrollo, fisiologia y 

caracteristicas adaptativas de este grupo de plantas (Vidyashankari & Mohan Ram, 1987). 

Vidyashankari & Mohan Ram (1987) desarrollaron una metodologia para el estudio de 

Griffitella hookeriana (Podostemaceae) por germinacién de semillas in vitro. Ellos utilizaron 

pequefios cubos de unicel como sustrato en los que colocaron las semillas, estos cubos flotaban 

en el medio liquido de MS (1 x 10%) suplementado con 0.5% de sacarosa, expuestas a una 

intensidad de luz de 500-1000 lux, y a una temperatura de 27 + 2 °C. Los autores informaron el 

desarrollo de plantulas de Griffitella hookeriana de 65 a 70 dias de edad. Posteriormente, Seghal 

et al. (1993) lograron el desarrollo de Polypleurum stylosum (Podostemaceae), utilizando la 

técnica de germinaci6n in vitro, durante su investigacién desarrollaron una técnica de transplantes 
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sucesivos en medios MS en diferentes condiciones fisico-quimicas con el fin de inducir 

morfogénesis, floracién y fructificacién. Los resultados de su investigacién fueron positivos, 

debido a que obtuvieron la floracién y fructificacién de esta especie. 

Estudios en semillas de podostemaceas 

Philbrick & Novelo (1994) realizaron el primer estudio comparativo sobre la biologia de 

las semillas de podostemdceas. El objetivo principal de dicho trabajo fue el conocer los 

requerimientos para la germinacion y el tiempo de viabilidad de las especies estudiadas. Los datos 

que ellos obtuvieron en el laboratorio fueron los siguientes: 

Marathrum rubrum. Semillas probablemente ortodoxas, con un 100% de germinacion 

después de 18 meses de almacenamientoa 22 °C. 

Oserya coulteriana. Semillas no ‘recalcitrantes, con un 97% de germinacion después de 6 

meses de almacenamientoa 22 °C. 

Vanroyenella plumosa. Semillas probablemente ortodoxas, con un 100% de germinacién 

después de 18 meses de almacenamientoa 22 °C. 

Tristicha trifaria. Semillas probablemente ortodoxas, con un 97-100% de germinacién 

después de 18 meses de almacenamientoa 22 °C. 

En el tabla 3 se mencionan algunas de las caracteristicas de las semillas de podostemaceas 

que crecen en México. 

Tabla 3. Algunas caracteristicas de las semillas de podostemaceas que crecen en México. 

No. de Ancho dela Longituddela Porcentaje(%) de 

  

Especie semilias semilia* semilla* germinacion 
por fruto (1) (a) (al noveno dia) 

Subfamilia Podostemoideae 
Marathrum schiedeanum (A) 361(95) 199 320 e 
Marathrum rubrum (A) 671(29) 181 321 100 
Marathrum tenue (P?) 389(22) 160 264 e 
Oserya coulteriana(P) 30(35) 178 303 97 
Oserya longifolia (P) 36(15) 166 292 ° 
Podostemum ricciiforme (P) <1(50) 173 255 ° 
Vanroyenellaplumosa (A) 333(38) 162 246 97 

Subfamilia Tristichoideae 
Tristicha trifaria (P) 30(64) 177 282 100 
  

Datos tomados de Philbrick y Novelo (1994), Philbrick y Novelo (1997). *semilla madura seca. 

A=anual, P=perenne; (tamafio de muestra); ¢ sin datos. 
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OBJETIVOS 

I. Objetivo general 

Realizar estudios citogenéticos de los géneros mexicanos de la familia Podostemaceae en 

México; que apoyen el entendimiento de sus relaciones filogenéticas. 

Il. Objetivos particulares 

1. Establecer la metodologia mas adecuada para los estudios cromosdémicos en podostemaceas. 

2. Obtener los nimeros cromosémicos somaticos (2) y/o gaméticos (n) de las especies de cuatro 

géneros de la familia Podostemaceae: Oserya con 2 especies, (O. coulterianay O. longifolia) y 

los géneros monotipicos Podostemum, Tristicha y Vanroyenella. 

3. Elaborar los cariotipos de cada una de las especies de los géneros estudiados, para establecer 

similitudes intergénericas. 

4, Determinar el contenido de ADN nuclear (pg) por citometria de flujo, en las siguientes especies: 

Marathrum rubrum, Oserya coulterianay Oserya sp. nov. 

5, Realizar el andlisis cariotipico de las especies en estudio para tratar de determinar la causa de la 

variacién de los cariotipos y de su contenido de ADN. 

6. Proporcionar informacién citogenética con el fin de integrarla a los estudios sistematicos y 

filogenéticosen la familia Podostemaceae. 
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MATERIALES Y METODOS 

I. Trabajo de campo. 

En este estudio se incluyeron 16 poblaciones de las especies Oserya coulteriana, de los 

estados de Guerrero y Jalisco; Podostemum ricciiforme, de los estados de Oaxaca y Tabasco; 

Tristicha trifaria, de los estados de Jalisco, Oaxaca y Tabasco; y Vanroyenella plumosa, 

endémica a México para los estados de Jalico y Oaxaca (Tabla 4, Figura 1). 

Seleccion de especies y poblaciones 

Debido a que el crecimiento vegetativo y la fructificacién de las podostemaceas son 

eventos que ocurren de manera separada durante el afio, los cuales dependen del nivel del agua de 

los rios y por lo tanto se deben a cambios estacionales, fue necesario visitar las mismas 

localidades por lo menos dos veces al afio, con el fin de obtener muestras adecuadas para los 

estudios mitéticos y meidticos. También cabe sefialar que en las localidades donde se colectaron 

las diferentes poblaciones, habitan de 1 a 3 géneros diferentes y para la seleccién de muestras se 

conté con el apoyo personal del Dr. Novelo, quién realizé la determinacién taxondémica de las 

especies colectadas. 

Muestreo 

Para el andlisis de cromosomas mitéticos; con el fin de obtener semillas maduras de cada 

poblacién se colectaron los frutos, se colocaron en'bolsas de papel, se etiquetaron y se 

almacenaron a una temperatura de 30 +1 °C durante un mes para que alcanzaran su completa 

madurez. De los individuos en etapa de crecimiento (expansion sobre la superficie de la roca) se 

colectaron raices de 1-3 cm de longitud, las cuales se pretrataron en ese momento con 8- 

hidroxiquinoleina 0.002 M por 5 horas y se mantuvieron en la oscuridad, posteriormente se 

realizaron 3 enjuagues con agua destilada, enseguida se fijaron con Farmer (alcohol absoluto y 

acido acético 3:1 v/v).



Para el andlisis de cromosomas meidticos; los botones florales se fijaron en solucién 

Farmer, posteriormente se colocaron en alcoho] al 70%, la fijacién del material se realizé a partir 

de las 6:00 am hasta las 12:30 pm, lapsos de 15-30 min, y a profundidades de hasta 15 cm. 

Para los andlisis del contenido de ADN, las hojas jovenes de diferentes especies fueron 

colocadas en tubos Eppendorf (1.5 ml), se etiquetaron y se colocaron en hielo seco con el fin de 

preservarlas hasta el momento de ser procesadas en el laboratorio. También se seleccionaron 

muestras de hojas jévenes que se colocaron en bolsas de plastico conteniendo agua del rio, se 

enfriaron a una temperatura aproximada de 2 a 4°C en una hielera, y se transportaron al 

laboratorio, donde se matuvieron en un acuario con luz y temperatura controlada. 

Los ejemplares de referencia de este estudio se depositaron en el Herbario Nacional 

(MEXU), los datos de colecta se resumen en el tabla 4. 

Tabla 4. Datos de colecta de las 16 poblaciones de seis especies de Podostemaceae examinados en 

este estudio. 

Especie 

Marathrum rubrum 

Oserya coulteriana 

Colectores y nimeros de colecta 

Novelo 2429, Ramos y Oropeza 

Novelo 1449, Ramos, Ratishauser, Oropeza 

y Murguia. 

Novelo 1826, Ramos, Oropeza, Murguia y 
Garcia 

Novelo 1830, Ramos, Oropeza, Murguia y 

Garcia 

Novelo 1994, R.A. 
Novelo 2430, Ramos y Oropeza 

Estado y localidad 

Jalisco: Rio Horcones 

Guerrero: Rio del Oro 

Jalisco: Rio Horcones 

Jalisco: Rio Las Juntas 

Jalisco: Rio Horcones 
Jalisco: Rio Horcones 

  

Oserya sp. nov. 

Podostemum ricciiforme 

Tristicha trifaria 

Vanroyenella plumosa 

Los datos de las etiquetas completas se encuentran citados en el Apéndice. 

Novelo 3628 y Ramos 

Novelo 1833 y Ramos 

Novelo 2060 y Ramos 

Novelo 1823, Ramos, Oropeza y Murguia 

Novelo 1827, Ramos, Oropeza, Murguia y 

Garcia 

Novelo 1835 y Ramos 

Novelo 2062 y Ramos 

Novelo 1392, Philbrick, Crow y Oropeza 
Novelo 1821, Ramos, Oropeza y Murguia 

Novelo 1828, Ramos, Oropeza, Murguia y 

Garcia 

Tamaulipas: Rio San Felipe 

Oaxaca: Rio Usila 

Tabasco: Rio Pedregal 

Oaxaca: Rio El Casquito 

Jalisco: Rio Horcones 

Oaxaca: Rio Usila 

Tabasco: Rio Pedregal 

Oaxaca: Rio El Casquito 

Oaxaca: Rio El Casquito 

Jalisco: Rio Horcones 
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Figura 1. Localizacién de las poblaciones de Podostemaceae utilizadas en este estudio. 

IL. Trabajo de laboratorio. 

Germinacién de las semillas 

Las semillas de frutos maduros fueron colocadas en un portaobjetos con una gota de 

agua, con el fin de hidratar la testa. Las semillas se fijaron al vidrio por medio del mucilago que 

secretan las células de 1a testa al contacto con el agua y se dejaron secar por una hora. Para su 

germinacion se utilizaron cajas de Petri y un acuario. 

Se realizaron pruebas de geminacién con lotes de 50 semillas cada uno, de la siguiente 

manera: se colocaron los portaobjetos con las semillas fijadas a ellos en cajas de Petri que 

contenian una capa de algodén y papel filtro, sumergidas en agua de la llave esterilizada, 

posteriormente las cajas fueron colocadas en un cuarto de germinacién con un fotoperiodo de 24 

h y a temperatura de 25 + 2°C. Para determinar el porcentaje de germinacién y el tamafio 

adecuado de las plantulas, se revisaron periédicamente utilizando un microscopio de diseccién. 

30



Para simular las condiciones que presentan en la naturaleza y buscando lograr mejores 

resultados, se utilizé la metodologia propuesta por Philbrick & Novelo (1994) y que consiste en 

lo siguiente: se acondicioné un acuario de 30x16x18 cm, utilizando agua de la Ilave, con 

aireacion constante utilizando una bomba de dos salidas (2500 cc/minx2), y un sistema de filtrado 

continuo con filtros de carbén activado y a través de arena fina, a una temperatura de 25 + 2°C y 

un fotoperiodo de 12 h de luz proporcionada por una lampara (luz blanca de 50watts). El cloro 

que contiene el agua de la llave se eliminé con anticloro y como nutrimentos se utilizé un 

fertilizante para plantas acudticas con oligoelementos, minerales y hierro (1:4). Posteriormente se 

colocaron los portaobjetos con las semillas fijas a ellos a una profundidad de 3 cm. 

Pretratamiento 

Para esta parte del estudio se probaron dos técnicas. La primera consistid en el 

pretratamiento con 8-hidroxiquinoleina 0.002 M de plantulas de 14 dias de edad obtenidas 

mediante la germinacién de semillas en acuario y la segunda consisti6 en utilizar meristemos de 

raices y brotes de plantas jévenes de las diferentes especies pretratadas y fijadas en el campo 

durante la colecta y que fueron trasladadas al laboratorio para su procesamiento. 

Cromosomas mitéticos 

Las raices o plantulas pretratadas y fijadas en solucién Farmer (alcohol absoluto y acido 

acético, 3:1 v/v), fueron lavadas con agua destilada, se hidrolizaroncon HCI 1N a 60 °C por12a15 

minutos y después se colocaron en solucién Feulgen preparada de acuerdo con Garcia (1990) 

durante dos horas a 25 °C + 1 y mantenidas en la oscuridad. Con ayuda del microscopio de 

diseccién se separé la zona del meristemo apical del resto del tejido y se colocé en un portaobjetos 

limpio, al cual se le agregé una gota de aceto-orceina al 1%, se le puso el cubreobjetos y 

posteriormentese realizé un suave aplastamiento con el fin de separar bien las células y revisarlasal 

microscopio. 

Las preparaciones con células completas, cromosomas bien separados y de forma nitida, se 

congelaron en hielo seco de acuerdo con el método de Conger & Fairchild (1953). Con el fin de



hacer las preparaciones permanentes, se colocaron en una gota de balsamo de Canada y un 

cubreobjetos, se dejaron secar en un horno a 30 °C durante 2 semanas. 

Las preparaciones fueron revisadas y los mejores campos se fotografiaron con un 

fotomicroscopio Zeiss II implementado con una camara. De cada especie se realizaron los conteos 

cromosdémicos de | a 5 células. 

Elaboracién de cariotipos 

Parametros de andlisis. De cada poblacién, se seleccionaron las mejores fotografias. Para 

la elaboracién del cariotipo, se midieron en cada uno de los cromosomas los siguientes 

parametros: longitud del brazo corto (p), longitud del brazo largo (q) y longitud total (p+q). Los 

cromosomas se ordenaron de acuerdo a la clasificacién de Levan ef al. (1964). El andlisis se 

realizé tomando en cuenta la media (x) y la desviacién estandar (D.E.) de la longitud total de los 

brazos cortos y los brazos largos de cada par de homélogos del genoma de las poblaciones 

analizadas. 

Se obtuvo el indice centromérico (IC), para la clasificacién de los cromosomas, 

utilizando la siguiente formula: 

P 
IC = (100) 

ptq 

  

Para conocer el grado de asimetria de los cariotipos, se determinaron los indices TF% y 

F% de acuerdo a Sinha y Roy (1979), utilizando la siguiente formula: ; 

> Longitud de los brazos cortos 

TF% = (100) 
> Longitud total de los cromosomas 

  

Longitud del brazo corto 
F% = (100) 

Longitud total del cromosoma 

 



La longitud total de los cromosomas del complemento = LTC, que es la suma de la 

longitud de todos los cromosomas del genoma, se obtuvo de acuerdo con la siguiente formula: 

= Longitud total de los cromosomas 

  LTC = 
Nimero de células analizadas 

Cromosomas meidticos 

Para el andlisis cromosdémico en etapa de meiosis de las diferentes especies, se utilizd 

material fijado en Farmer (alcohol absoluto y acido acético, 3:1) y FAA en el momento de la 

colecta. 

Del material fijado, con ayuda del microscopio de diseccién, se separaron de la planta 

botones de diferente tamafio y se colocaron en una caja Petri, los botones se agruparon por tamafio y 

se seleccionaron los mas pequefios de los cuales se separaron las anteras y colocaron en un 

portaobjetos, rompiendo el tejido para permitir la salida de las células. Se agreg6 una gota de aceto- 

carmin al 1%, se maceré el tejido para separar las células, se calenté ligeramente el portaobjetos 

para lograr una mejor tincion de la cromatina. Enseguida se colocé una gota de solucién Hoyer's, se 

mezcld y se calenté nuevamente, se colocé el cubreobjetos y se observé al microscopio de luz. 

Las preparaciones en las que se localizaron células madre del polen (CMP) con 

cromosomas bien separados y en un sélo plano, se dejaron secar de 1 a 2 semanas, en caso necesario 

se aplicé una ligera presién para separar mas los cromosomas. 

‘ . . + wey 

Germinacién in vitro para la medicion de ADN 

Material vegetal 

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron solamente semillas maduras de Vanroyenella 

plumosa Novelo 1392, Philbrick, Crow y Oropeza. 10 de Dic. 1994. 

Desinfeccién 

Las cdpsulas se sumergieronen una solucién de Kaptan (fungicida)a una concentraciénde 3 

mg/l por 3 a 5 minutos, se lavaron en agua destilada por 3 minutos en agitacion constante y 

se sumergieron en alcohol al 70% durante 30 segundos. Después se pusieron en una 
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solucion de hipoclorito de calcio al 1% con unas gotas de Tween 80 durante 15 a 20 

minutos se agitaron con un agitador magnético. Por ultimo, se pasaron a una solucién de 

hipoclorito de sodio al 2%, con unas gotas de Tween 80, durante 20 minutos en agitacion 

constante. Posteriormente, en cAmara de flujo laminar, el material se enjuago 2 veces con 

agua destilada estéril para eliminar los residuos de la solucién desinfectante. 

Medio de cultivo 

El medio de cultivo que se utilizé es el de Murashige & Skoog (MS) de 1962, suplementado 

con kinetina y sacarosa. Este es el medio de cultivo ampliamente utilizado y que mejores 

resultados ha dado para un gran numero de plantas. Esté compuesto basicamente de 

macroelementos, microelementos, una fuente de carbono, vitaminas y reguladores de 

crecimiento, asf como de un medio de soporte, (Tabla 5). 

Preparaciéndel medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) 

Se utilizé solucién madre MS esténdar (SIGMA), se preparé de acuerdo a Sehgal et al. 

(1993) a una concentracién de 1/20, a un pH de 7. Posteriormente se decantaron 20 mi de 

medio en frascos de vidrio limpios, se colocaron en 4 de estos frascos cubos de unicel de 

2x2 cm y se sellaron los frascos. También se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml y 

tubos de cultivo de 50 ml para el transplante de Jas plantulas, el medio de cultivo se 

solidificé con agar al 8%. 

Esterilizacion 

Los recipientes con medio de cultivo se esterilizaron en un autoclave a una presion de 1.5 kg 

por cm’ por 20 minutos Posteriormente el medio de cultivo se dejé enfriar y reposar por 3 a 

4 dias. 

Siembra 

En campana de flujo laminar se pusieron los frutos esterilizados en una caja Petri estéril. En 

cajas de Petri se colocaron portaobjetos, rocas laminadas y los cubos de unicel, sobre estos 

soportes se virtieron las semillas y se les agregé una gota de agua estéril, se dispersaron 

sobre la superficie. Las cajas se cerraron, dejandolas secar por | a 2 horas. Posteriormente 

los soportes con las semillas pegadas se introdujeron a los frascos con el medio de cultivo. 
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Estos se etiquetaron y se colocaron en una camara de cultivo rotatoria a un fotoperiodo de 

16 horas. Se [fevaron los registros por dia en una libreta. 

Transplante 

Se tomaron alicuotas de 5 a 8 ml de medio liquido con plantulas y se colocaron sobre una 

superficie de agar al 0.8% contenido en matraces de 250 ml (frascos de vidrio y/o tubos de 

cultivo). E] medio fue remplazado cada semana. En cultivos testigo se utilizé sacarosa al 2% 

y kinetina 10% M. 

Condiciones ambientales 

Los cultivos se mantuvieron en una camara de crecimiento a 25 + 1 °C, a un fotoperiodo de 

16 horas de luz, a una intensidad luminica de 3000 lux. 

Tabla 5. Composicién de medio Murashige & Skoog (1962). 
  

  

mg/l 
Macroelementos 

NH,NO, 1650 
KNO, 1900 
MgSO,7H,O 370 
CaCl,2H,O 440 

KH,PO, 170 
Microelementos 
H,BO, 6.2 

MnSO,4H,O 22.3 
ZnSO,7H,O 8.6 
KI 0.83 

NaMoO,2H,0 0.25 
CuSO,5H,O0 0.025 

Hierro 
FeSO,7H,O 278 

AEDTA2H,0O 37.3 
Vitaminas 

Inositol 100 

Acido nicotinico 0.5 

Piridoxina 0.5 
Tiamina 0.1 
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Determinacion del tamafio del genoma nuclear por citometria de flujo 

La suspensién de micleos se preparé de acuerdo a Otto (1990) con algunas 

modificaciones de Dolezel & Géhde (1995). Se utilizaron como plantas de referencia 

Lycopersicon esculentum cultivar “Stupické” 2C = 1.96 pg de ADN 6 Zea mays CE-77 variedad 

Kukurice, 2C = 5.43 pg de ADN (Dolezel et al., 1992). Alternativamente se seleccionaron y 

pesaron en una balanza analitica hojas jovenes de la planta acuatica de interés y la planta de 

referencia de la siguiente manera: 1) Marathrum rubrum 20 mg - Lycopersicon esculentum 12-14 

mg; 2) Oserya coulteriana 30 mg — L. esculentum 30 mg; 3) Oserya sp. nov. 200 mg- L. 

esculentum 30 mg; 4) Oserya sp. nov. 200 mg - Zea mays 60 mg. Las hojas de ambas plantas se 

picaron finamente al mismo tiempo para liberar los niicleos en una caja Petri con 1 ml de acido 

citrico 0.1 M y Tween 20 al 0.5%. El material se filtré usando un filtro de nylon 50 um y se 

incubaron por 10 min, a temperatura ambiente. Los micleos filtrados se centrifugaron a 1000 rpm 

durante 3 min, y se resuspendieron en 20 yl de acido citrico, Tween 20, donde se incubaron por 

10 min. Posteriormente, se realizé la tincién en 1 ml de solucién preparada de la siguiente 

manera; 0.4 M fosfato de sodio dibasico, 50 jg.ml “' de ioduro de propidio (PI) y 50 pg.ml' de 

RNAasa. 

La intensidad de fluorescencia de los nucleos tefiidos fueron analizados usando un 

citémetro de flujo Partec CA II (Partec GmbH, Miinster, Germany) con un promedio de 

velocidad de 20 a 50 nucleos por segundo. Se analizaron de 10-35,000 nucleos por muestra. Se 

realizaron los registros para cada muestra de la siguiente manera: se analizaron dos individuos de 

Marathrum rubrum-Lycopersicon esculentum, un individuo de Oserya coulteriana-L. 

esculentum, un individuo de Oserya sp. nov.-L. esculentum y once individuos de Oserya sp. nov- 

Zea mays. Los histogramas resultantes, area de los picos y los coeficientes de variacién (%) 

fueron calculados usando un programa DPAC (Partec GmbH). 

En la tabla 6 se resumen los datos de colecta de las especies analizadas para determinar 

el contenido de ADN utilizando la técnica de citometria de flujo (CF). Los ejemplares de 

referencia de este estudio se depositaron en el Herbario Nacional (MEXU). 
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El] tamafio del genoma nuclear en las tres especies analizadas fue calculado de acuerdo a 

Dolezel (1995) usando las siguientes formulas: 

Contenido 2C ADN Medias del pico G, de Marathrum rubrum 
de Marathrum rubrum (pg) = X 1.96 

Medias del pico G, de Lycopersicon esculentum 

  

Contenido 2C ADN Medias del pico G, de Oserya coulteriana 

de Oserya coulteriana (pg) = X 1.96 
Medias del pico G, de Lycopersicon esculentum 

  

Contenido 2C ADN Medias del pico G, de Oserya sp. nov. 
de Oserya sp. nov. (pg) = X 1.96 

Medias del pico G, de Lycopersicon esculentum 

  

Contenido 2C ADN Medias del pico G, de Oserya sp. nov. 
de Oserya sp. nov. (pg) = X 5.43 

Medias del pico G, de Zea mays 

  

Tabla 6. Datos de colecta de las especies analizadas para determinar el contenido de ADN 

utilizando la técnica de citometria de flujo (CF). 

  

  

Especie Colectores y No de colecta Estado y localidad 

Marathrum rubrum Novelo 2429, Ramos y Oropeza Jalisco: Rio Horcones 

Oserya coulteriana Novelo 2430, Ramos y Oropeza Jalisco: Rio Horcones 

Oserya sp. nov. Novelo 3628 y Ramos Tamaulipas: Rio San Felipe 
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RESULTADOS 

Germinacién de semillas y obtenci6n de meristemos 

Los resultados de las pruebas de germinacién de semillas en cajas Petri fueron positivos 

sdlo para Tristicha trifaria y Vanroyenella plumosa. T. trifaria presenté un porcentaje de 

germinacion de menos del 10%, las plantulas sobrevivieron hasta el séptimo dia. Vanroyenella 

plumosa mostré un porcentaje de germinacién mayor al 95%, las plantulas sobrevivieron hasta 

los 14 dias de crecimiento, en las cuales se observé desarrollo del meristemo apical del eje 

primario (epicétilo). Con estas plantulas, se realizaron preparaciones utilizando la técnica de 

aplastamiento para la observacién de cromosomas metafasicos Las observaciones de las células 

meristematicas utilizando la tinci6n de Feulgen para cromatina mediante microscopia optica, 

revelaron que todas las células se detienen en la interfase de su ciclo de division. 

La técnica de germinacién de semillas en acuario, fue la mds adecuada para la obtencién 

de células meristematicas en divisién en plantulas de Vanroyenella plumosa. La germinacién de 

las semillas fue mayor al 90% al noveno dia, las plantulas se mantuvieron vivas hasta los 18 dias 

de edad. El crecimiento del meristemo apical del eje primario se inicia entre el octavo y el décimo 

dia. Con estas plantulas, se realizaron preparaciones utilizando la técnica de aplastamiento para la 

observacién de cromosomas metafasicos Las observaciones de las células meristematicas 

utilizando la tincion de Feulgen para cromatina mediante microscopia éptica, mostré6 un 

porcentaje de mitosis (de menos del 1%), los cromosomas en metafase se presentan en este 

estudio mas adelante. 

Para Oserya coulteriana y Tristicha trifaria, la técnica mas adecuada para obtener 

meristemos activos consistié en colectar raices de 1 a 3 cm de longitud con nuevos vastagos y 

pretratarlas en el campo en horarios cercanos al medio dia. A diferencia de las técnicas 

mencionadas anteriormente, el porcentaje de células en divisién fue significativo, de tal forma 

que permitié la observacién de diferentes fases del ciclo celular en las zonas meristematicas. En 

Oserya coulteriana las céluias con cromosomas metafasicos (M) fueron observadas solamente en 
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los horarios de pretratamiento de 12:05 y 12:23 h. Mientras que para Tristicha trifaria se 

observaron cromosomas metafasicos a las 12:05 horas. 

Numeros cromosémicos 

En este estudio se reportan por primera vez los niimeros cromosdémicos de tres especies de 

tres géneros diferentes de la familia Podostemaceae presentes en México; Oserya coulteriana y 

Vanroyenella plumosa presentaron 2n = 28, mientras que en Tristicha trifaria se observaron células 

somaticas con 2n = 20, (Tabla 7). 

Morfologia de los cromosomas 

De las cuatro poblaciones estudiadas de Oserya coulteriana (Tabla 4), se obtuvieron 

resultados solo para la poblacién de Jalisco (Rio Horcones), en la que el namero diploide fue 2n = 

28 (Figura 2a, b) y presenté un cariotipo formado por 13 pares de cromosomas metacéntricos(m) y 

un par de submetacéntricos(sm). 

De las tres poblaciones estudiadas de Vanroyenella plumosa (Tabla 4), se obtuvieron 

resultados sdlo para la poblacién de Oaxaca, en donde el namero diploide fue 2n = 28 (Figura 3a, b) 

y presenté un cariotipo formado por 13 pares de cromosomas metacéntricos (m) y un par de 

submetacéntricos (sm). 

De acuerdo con la clasificacion de los cromosomas de Levan et al. (1964) y al comparar 

las formulas cariotipicas de Oserya coulteriana con Vanroyenella plumosa (subfamilia 

Podostemoideae), no se observaron diferencias importantes en cuanto a las caracteristicas 

morfolégicas de los cromosomas, las dos especies presentaron 13 pares de cromosomas 

metacéntricos y un par de cromosomas submetacéntricos (Tablas 8 y 9). Aunque existe similitud 

entre las formulas cariotipicas de las dos especies, el andlisis y comparacion de los indices de 

simetria TF% mostr6 ciertas diferencias, para Oserya coulteriana el valor fue de 45.95 mientras 

que para Vanroyenella plumosa fue de 46.97, lo cual indica que el cariotipo de V. plumosa es mas 

simétrico que el de O. coulteriana (Tabla 11). 

De las cuatro poblaciones estudiadas de Tristicha trifaria (Tabla 4), se obtuvieron 

resultados sélo para la poblacién de Tabasco, en donde el] numero diploide fue 2n = 20 (Figura 4a, 
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b), presenté un cariotipo formado por 10 pares de cromosomas metacéntricos (m), y un TF% de 

48.68 (Tablas 10 y 11). 

Con el fin de comparar la informacion obtenida para cada especie, también se elaboraron 

los idiogramas con base en los promedios de las medidas obtenidas para cada par de cromosomas 

homélogos que representan el genomio de la especie en cuestion (Figura 6). 

Numero basico 

Oserya coulteriana y Vanroyenella plumosa de la Subfamilia Podostemoideae presentaron 

un numero basico de x = 14, mientras que Tristicha trifaria de la Subfamilia Tristichoideae presenté 

unx = 10. 

Longitud total de Ja cromatina 

Se observ6 variacién intergenérica en la longitud total de la cromatina (LTC). Oserya 

coulteriana presenté un LTC = 28.013 pm, Vanroyenellaplumosa presenté un LTC = 16.67 um, en 

tanto que Tristicha trifaria un LTC = 9.17 jum (Figura 5). 

Cromosomas meiéticos 

De un total de seis poblaciones analizadas, sdlo se observaron en algunos de los horarios 

revisados células madres del polen (CMP). En los intervalos de tiempos comprendidos entre las 

11:30 a las 12:30 horas se observaron profases tempranas (Paquiteno), muy pocas anafases I (AID, 

anafases II (AII) y en el mayor de los casos, granos de polen. Sin embargo, en ninguna de las 

muestras analizadas de cada poblacién se observaron metafases I (MI). 

Germinaci6n in vitro 

La germinacion de las semillas de Vanreyenella plumosa de Oaxaca, inicié a los cuatro 

dias de haber sido colocadas en el medio de cultivo MS, se observé el desarrollo de jas plantulas 

diariamente. Los cotiledones crecieron hasta dos veces el tamafio de la semilla, en el polo radical 

aparecieron los pelos unicelulares que permiten la fijacién de la plantula al sustrato, los primordios 
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foliares surgieron del meristemo apical entre los cotiledones. La germinacién fue mayor al 90% 

después del decimo dia. Sin embargo, las plantulas transplantadas al dia 15 sdlo sobrevivieron hasta 

el dia 22. 

Determinacion de! tamafio del genoma nuclear por citometria de flujo (CF) 

Debido a que ta citometriade flujo es una técnica que no habia sido empleada para analizar 

el tamafio del genoma nuclear en las Podostemaceae, fue necesario realizar ensayos preliminares 

para adecuar dicha técnica y de esta manera obtener resultados confiables. Los resultados de las 

pruebas efectuadas con hojas jévenes en tubos Eppendorf (1.5 ml) y transportadas en hielo seco 

aprox. a ~9 °C, fueron las siguientes: 

El tamafio del genoma (2C de ADN en pg) de los individuos analizados de Marathrum 

rubrum de Jalisco fue de 1.01 pg, dicho andlisis presenté un CV(%) de 7.075 de un total de 21,725 

nucleos cuantificados(Tabla 12; Figura 7). 

Para Oserya coulteriana de Jalisco fue de 2.70 pg de ADN (2C), con un CV (%) de 7.00 de 

un total de 20,915 nticleos cuantificados (Tabla 12; Figura 8). 

Oserya sp. nov. de Tamaulipas fue de 2.53 pg de ADN (2C), con CV(%) de 5.30 de un 

total de 30,309 nticleos cuantificados (Tabla 12; Figura 10). 

Para las especies anteriores se utilizo como planta de referencia Lycopersicon esculentum 

cv. “Stupické”, con 2C = 1.96 pg de ADN. 

Para Oserya sp. nov. se realizaron 11 lecturas que representaron 11 muestras distintas 

(Tabla 13) y presenté los siguientes valores promedio: el contenido de 2C de ADN fue de 2.33 pg, 

con un CV(%) de 5.11, de un total de 293,706 nticleos aislados en suspension (Tabla 12; Figura 9). 

En este caso la planta de referencia fue Zea mays CE-77 var. “Kukurice”,2C = 5.43 pg de ADN. 

41



av WH 

a hy wed ty an We WY ge uae O88 

  

Figura 2. Oserya coulteriana de la poblacién de Jalisco. a. Cromosomas en metafase de células 

somiaticas, con 2n = 28. b. Formula cariotipica= 13m + 1 sm. Escalas= 10 pm.
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Figura 3. Vanroyenella plumosa de la poblacién de Oaxaca. a. Cromosomas en metafase de células 

somaticas, con 2n = 28. b. Formula caiotipica= 13 m+ 1 sm. Escalas = 10 wm.
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Figura 4. Tristicha trifaria de la poblacién de Tabasco. a. Cromosomas en metafase de células 

somaticas, con 2n = 20. b. Férmula cariotipica= 10m. Escalas = 10 um. 

44



Tabla 7. Nameros cromosdmicos de tres especies mexicanas de la familia Podostemaceae. 

  

  

Especie Colectores y No. de colecta Estado 2n 

Subfamilia Podostemoideae 
Oserya coulteriana Novelo 1994 Jalisco 28 
Vanroyenella plumosa Novelo 1392 Oaxaca 28 

Subfamilia Tristichoideae 
Tristicha trifaria Novelo 2062 Tabasco 20 

Tabla 8. Valores promedio de las caracteristicas de los cromosomas de Oserya coulteriana de la 

poblacidn de Jalisco. 

  

  

Cromosomas Longitud Longitud de los Longitud de los 

homdlogos total brazos largos brazos cortos IC Clase 

x DE x DE x DE 

1 3.012 + 0.560 1.635 + 0.247 1.375 + 0.337 45.65 m 

2 2.79 0.579 1.479 + 0.352 1.311 + 0.232 46.99 m 

3 2.337 + 0.414 1.230 + 0.208 1.105 + 0.2.12 47.28 m 

4 2.335 + 0.467 1.255 + 0.243 1.079 + 0.264 46.21 m 

5 2.255 + 0.428 1.209 + 0.185 1.046 + 0.259 46.38 m 

6 2.130 + 0.441 1.119 + 0.230 1.011 + 0.221 47.46 m 

7 2.027 + 0.364 1.087 + 0.165 0.940 + 0.206 46.37 m 

8 1.947 + 0.432 1.041 + 0.258 0.906 + 0.189 46.53 m 

9 1.798 + 0.460 0.953 x 0.250 0.846 + 0.212 47.05 m 

10 1.712 + 0.428 0.927 + 0.298 0.785 + 0.228 45.85 m 

11 1.572 + 0.400 0.811 + 0.187 0.761 + 0.214 48.41 m 

12 1.470 + 0.412 0.777 + 0.229 0.693 + 0.186 47.14 m 

13 1.386 + 0.383 0.757 + 0.215 0.629 + 0.171 45.38 m 

14 1.772 + 0.286 1.1424 0.159 0.630 + 0.177 35.55 sm 

  

IC, indice centromérico; m, metacéntrico; sm submetacéntrico; x, media; DE, desviacién estandar. 
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_ Tabla 9. Valores promedio de las caracteristicas de los cromosomas de Vanroyenella plumosa de la 

poblacién de Oaxaca. 

  

  

Cromosomas Longitud Longitud de los Longitud de los 

homélogos total brazos largos brazos cortos Ic Clase 

x DE x DE x DE 

1 1.61 + 0.03 0.94 + 0.02 0.67 + 0.003 41.61 m 

2 1.32+0.01 0.68 + 0.04 0.64 + 0.001 48.48 m 

3 130+ 0.01 0.66 + 0.01 0.64 + 0.001 49.23 m 

4 1.29+0.01 0.65 + 0.01 0.64 + 0.001 49.61 m 

5 1.2940.01 0.65 + 0.01 0.64 + 0.001 49.61 m 

6 1.29+0.01 0.65 + 0.01 0.64 + 0.001 49.61 m 

7 1.29+ 0.01 0.65 + 0.01 0.644 0.001 49.61 m 

8 1.29+0.01 0.65 + 0.01 0.48 + 0.01 49.61 m 

9 0.97 + 0.02 0.49 + 0.02 0.48 + 0.01 49.48 m 

10 0.97 + 0.02 0.49 £ 0.02 0.40 + 0.02 49.48 m 

11 0.84 + 0.03 0.44 + 0.02 0.32 + 0.02 47.61 m 

12 0.74 + 0.03 0.42 £0.02 0.32 + 0.02 43.24 m 

13 0.66 + 0.04 0.33 + 0.03 0.33 + 0.02 50.00 m 

14 1.81 + 0.05 1.144 0.03 0.67 + 0.003 37.01 sm 
  

IC, indice centromérico;m, metacéntrico;sm, submetacéntrico; x, media; DE, desviacién estandar. 
4 
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Tabla 10. Valores promedio de las caracteristicas de los cromosomas de Tristicha trifaria de la 

poblacion de Tabasco. 

  

  

Cromosomas Longitud Longitud de los Longitud de los 

homdlogos total brazos largos brazos cortos Ic Clase 

x DE x DE x DE 

1 1.303 + 0.326 0.680 + 0.156 0.657 + 0.144 50.00 m 

2 1.110+ 0.265 0.557 + 0.135 0.553 + 0.130 49.55 m 

3 1.020 + 0.260 0.477 + 0.119 0.503 + 0.125 49.01 m 

4 0.950 + 0.226 0.477 + 0.122 0.470 + 0.108 49.47 m 

5 0.940 + 0.233 0.433 + 0.094 0.460 + 0.115 48.93 m 

6 0.940 + 0.233 0.477 + 0.122 0.460 + 0.115 48.56 m 

7 0.877 + 0.170 0.433 + 0.094 0.397 + 0.060 50.00 m 

8 0.803 + 0.133 0.407 + 0.066 0.380 + 0.053 49.35 m 

9 0.773 + 0.121 0.393 + 0.068 0.363 + 0.025 48.65 m 

10 0.657 + 0.015 0.333 + 0.015 0.320 + 0.010 48.48 m 

  

IC, indice centromérico; m, metacéntrico; x, media; DE, desviacién estandar. 
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LONGITUD TOTAL DE LA CROMATINA 

  

Oserya coulteriana Vanroyenella plumosa Tristicha trifaria 

Figura 5. Cantidad total de cromatina de tres especies de podostemaceas mexicanas. El valor de 

cada barra representa la longitud total de la cromatina (LTC), expresada en micras 

(um). 
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Oserya coulteriana 

  

Vanro yenella plumosa 

    Eeeeee 

  

2, Tristicha trifaria 

HHH 
7 Cromosomas homblogos 

Figura 6. Idiogramas. a. Oserya coulteriana, con formula cariotipica formada de 13m+1sm. b. 

Vanroyenella plumosa con formula cariotipica formada de 13m+Ism. ¢. Tristicha 

trifaria con 10 cromosomas metacéntricos. La linea media indica la posicién del 

centrémero en cada uno de los pares de cromosomas. Valores de LTC en pm. 
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Tabla 12. Datos del tamafio del genoma nuclear por CF de tres especies de podostemaceas. 

  

  

Especie ADN CV No. de No. de ntcleos Planta de 

x (pg) % individuos referencia 

A. Marathrum rubrum 53 1.02 7.07 2 21,725 1 

B. Oserya coulteriana 502.70 7.00 1 20,915 1 

C. Oserya sp. nov. 66 = 2.53 5.30 1 30,309 1 

D. Oserya sp. nov 43 2.33 3.11 11 293,706 2 
  

A, By C: anilisis preliminar de ADN; D: cantidad de ADN de Oserya sp. nov.; 1 = Lycopersicon 

esculentum, 2 = Zea mays; CV% = coeficiente de variacion 

Tabla 13. Contenido de ADN nuclear (pg) de Oserya sp. nov., utilizando Zea mays como planta de 

  

  

  

  

referencia. 

No. de CV(%) x de picos G, (2C) Radio No. de ADN 

lecturas ~ Oserya Zea Oserya Zea nucleos (pg) 

1 5.68 3.50 44 100 0.44 21040 2.39 

2 5.68 4.40 44 102 0.43 20697 2.33 

3 5.00 3.00 40 100 0.40 10745 2.17 

4 5.68 3.92 44 102 0.43 31438 2.33 

5 4.65 3.31 43 96 0.45 31442 2.44 

6 4.76 3.09 42 97 0.43 31372 2.33 

7 5.56 4.37 45 103 0.44 31649 2.39 

8 4.55 3.96 44 101 0.43 29077 2.33 

9 4.44 3.37 45 104 0.43 35911 \ 2.33 

10 5.68 2.97 44 101 0.44 19289 2.39 

11 4.55 2.80 44 107 0.41 31046 2.23 

Promedio 5.11 0.43 & 293706 2.333 
  

Radio = x Oserya sp. nov./ x Zea mays, (radio de fluorescencia). 

51



  

  

  

  

wn 
° 
2 za 
3 
S 
vo 
a 

g 
g 40g 

Zz 

300 

20g 

190 

fl B 

i] SO 100 150) 200 250 
partec   
  Contenido relativo de ADN 

Figura 7. Distribucién de contenido de ADN nuclear obtenido del andlisis por citometria de flujo 

de nucleos aislados y tefiidos con ioduro de propidio (IP) de hojas jévenes de 

Maratrum rubrum (Jalisco). El pico 1 representa nicleos G, con 2C de ADN = 1.01 

pg de M. rubrum. El pico 2 representa los nicleos G, de Lycopersicon esculentum 

aislados simultaneamente que sirvieron de planta de referencia.
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Figura 8. Distribucién del contenido de ADN obtenido del andlisis por citometria de flujo de 
nucleos aislados y tefiidos con ioduro de propidio (IP) de hojas jovenes de Oserya 
coulteriana (Jalisco). Los picos 1 y 3 representan nicleos G, (2C) y G, (4C) de 

Lycopersicon esculentum, aislados simultaneamente que sirvieron de planta de 

referencia. El pico 2 representa los nicleos G, (2C) de O. coulteriana con 2C = 2.70 
pg de ADN.
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Figura 9. Distribucién del contenido de ADN obtenido del andalisis por citometria de flujo de 

nucleos aislados y tefiidos con ioduro de propidio (IP) de hojas jévenes de Oserya sp. 

nov. (Tamaulipas). El pico 1 representa nucleos G, (2C) de Oserya sp. nov. con 2C = 

2.33 pg de ADN. Los picos 2 y 3 representan nucleos G, (2C) y G, (4C) de Zea mays 

aislados simultaneamente que sirvieron de planta de referencia. 

34



  

        

  

  

“wa 

8 | 

B 
3 
° sat 5 1600 

& 
3 
Zz 

1208 7 

ooo 4 

1 
d 

400 4 

0 4 : 

g Sil 108 150 200 250 
partec     

Contenido relativo de ADN 

Figura 10. Distribucién del contenido de ADN obtenido del andlisis por citometria de flujo de 

nicleos aislados y tefiidos con ioduro de propidio (IP) de hojas jovenes de Oserya sp. 

nov. (Tamaulipas). Los picos 1 y 3 representan nucleos G, (2C) y G, (4C) de 

Lycopersicon esculentum aislados simultaneamente que sirvieron de planta de 

referencia, El pico 2 representa los nicleos G, (2C) de Oserya sp. nov. con 2C = 2.53 

pg de ADN. 
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DISCUSION 

Técnicas para los estudios citogenéticos en podostemaceas 

La morfologia peculiar de las podostemdceas es uno de los factores que limitan los 

estudios citogenéticos en este grupo de plantas, debido principalmente a que crecen enraizadas 

sobre Ja superficie de las rocas que se encuentran sumergidas en el agua. Estas plantas presentan 

importantes modificaciones estructurales en Jas raices, ya que su funcién es principalmente de 

anclaje. Esto se puede observar a los pocos dias (4 a 5) después de haberse iniciado la 

germinacién, Jo cual coincide con la descripcién que realizé Philbrick (1984). Después de 

hidratarse la semilla, el hipocétilo rompe la testa al cuarto dia, es de color verde y posiblemente 

fotosintético, surge en el mismo plano del eje longitudinal de la semilla y posteriormente se dobla 

hacia abajo. Del dpice de la radicula se originan elongaciones de la pared celular de células 

epidérmicas, que van a servir de mecanismo de unién al sustrato, adhiriéndose a él por secrecion 

de una sustancia adhesiva. Del dpice del hipocétilo, entre los cotiledones, surge el meristemo 

apical del eje primario (epicétilo). 

La germinacién ocurrié solamente en Tristicha trifaria y Vanroyenella plumosa, en la 

primera especie la sobrevivencia fue muy baja, mientras que en Podostemum ricciiforme y 

Oserya coulteriana no hubo germinacién, posiblemente esto se deba a los requerimientos en un 

microhdbitat muy especifico. 

Aunque la germinacién en Vanroyenella plumosa es mayor del 90% al noveno dia, las 

condiciones en acuario con fotoperiodo de 12 horas y temperatura controlada, al parecer no 

fueron las adecuadas para su crecimiento. El andlisis demostré que las células meristematicas se 

detienen en la interfase. Este comportamiento en el ciclo de divisién de las células puede ser 

causado por diversos factores especificos tales como, cierta concentracién de gases y minerales 

en el agua o la velocidad de corriente, entre otros. 

En este estudio se encontré que una de las técnicas mas adecuadas para obtener 

meristemos activos, consistié en pretratar el material juvenil al momento de ser colectado 
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utilizando un mitostatico adecuado, en horarios cercanos al medio dia, ya que de acuerdo a 

Ruthishauser ef al. (1999) las raices jovenes son verdes y fotosintéticas. 

Numeros cromosdmicos y numeros basicos en Jas Podostemaceae 

Cronquist (1981) propuso para la familia Podostemaceae un numero basico de x = 10, 

basado en el registro de los mimeros cromosémicos de Dalzellia zeylanica con 2n = 20, 

Zeylanidium subulatus y Weddelina squamulosa con 2n = 40. Posteriormente Okada (1991) 

sugirié x = 5, basandose en un complemento cromosémico de tipo bimodal en Cladopus nymani 

con 2n = 30, formado por 8 pares de cromosomas grandes y siete pares de cromosomas pequefios. 

En la figura ti se muestran los nimeros cromosémicos y los cariotipos obtenidos hasta el 

momento para 12 géneros y 14 especies de la familia Podostemaceae (Tabla 2), incluyendo los 

obtenidos en este trabajo (Tabla 7) y con esta informacién se proponen las tendencias evolutivas 

para los dos grupos divergentes que corresponden a las subfamilias Podostemoideae y 

Tristichoideae. 

En este estudio dos géneros pertenecientes a la subfamilia Podostemoideae Oserya y 

Vanroyenella presentaron x = 14. Este nimero basico también fue reportado para tres especies del 

género Marathrum (Oropeza et al., 1998). Por lo tanto, cinco especies de tres géneros de las 

Podostemoideae que habitan en México presentaron un x = 14 (Tabla 13). 

Considerando el nimero basico x = 10 para las Podostemoideae, los diferentes nimeros 

basicos (Figura 11) encontrados en varios géneros (x = 13, 14, 15 y 17) probablemente se 

originaron mediante aneuploidia basica ascendente en nivel diploide (x = 10). Grant (1989) 

sefialé este mecanismo cromosémico en por lo menos 6 géneros de angiospermas (Cephalaria, 

Clarkia, Crocus, Fritillaria, Narcissus, Phacelia). El aumento aneuploide puede ser causado por 

una divisién anormal del centrémero, donde un cromosoma se divide transversalmente y de esta 

forma un cromosoma metacéntrico o submetacéntrico origina dos cromosomas telocéntricos o 

subtelocéntricos. Es probable que este mecanismo cromosdémico se presenté durante el proceso de 

especiacion de las podostemaceas, debido a que el cariotipo de cuatro géneros asiaticos 

(Cladopus, Datzellia, Hydrobryopsis y Polypleurum) presentan cromosomas telocéntricos y 

) 
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subtelocéntricos (Tabla 14). Otro mecanismo de aumento aneuploide es por la incorporacién de 

un par adicional de cromosomas del complemento regular como resultado del retraso durante la 

division celular. De esta forma se produce un tipo tetrasémico (2m + 2). También puede ocurrir 

por incorporacion de tetrasémicos que han experimentado translocaciones. 

Si el numero basico para las Podostemoideae es x = 10, entonces los numeros basicos 

observados de x = 13, 14, 15 y 17 podrian formar una serie disploide. La serie disploide esta bien 

documentada en otros grupos de plantas, como por ejemplo en las palmas (Palomino y Quero, 

1992), las cuales presentan numeros gaméticos consecutivos en un rango de n = 13 an = 18. Los 

grupos mas primitivos o ancestrales, tienen niameros cromosémicos basicos mas altos en la serie 

disploide. El grupo mas primitivo (Subfamilia Coryphoideae) presenta n = 18, que es el numero 

mas alto de la serie disploide, lo cual indica que los nimeros cromosémicos mas bajos (x = 13) 

son congruentes con los altos niveles de especializacion de grupos y géneros. 

De acuerdo con lo anterior, los mimeros actuales encontrados en Jas podostemaceas son 

probablemente derivados poliploides de un poliploide ancestral (paleopoliploide). Por Jo tanto el 

numero 4x = 2” = 40 corresponderia a un tetraploide antiguo. Grant (1989) menciondé que la 

pérdida de uno o mds pares de cromosomas en un poliploide, frecuentemente se puede tolerar 

debido a la presencia de factores duplicados en los cromosomas homédlogos u homedlogos 

(autopoliploide o alopoliploide respectivamente). En caso de alopoliploidia el cambio en el 

numero cromosémico podria originarse por aumento aneuploide (es raro en poblaciones 

naturales). Un ejemplo de esto se presenta en el grupo Erophila (Brassicaceae), cuando se realiz6é 

la cruza hibrida de 15 cromosomas mas 32 cromosomas, el hibrido F, presento numerosos 

cromosomas impares. En las generaciones posteriores enddgamas se analizaron ocho lineas 

derivadas estables, con nameros aneuploides con n = 22, 23, 25, 29, 31 y 34. La aneuploidia 

también ocurre en poblaciones silvestres de Europa. 

Para la unica especie de las Tristichoideae presente en México, Tristicha trifaria, se 

encontré un 2” = 20. Para esta subfamilia se han reportado los nimeros cromosémicos de tres 

especies (3 géneros): el ntimero 2n = 20 de T. trifaria, coincide con el propuesto para dos 

especies asidticas Indotristicha malayana y Dalzellia zeylanica, aunque para la segunda especie 
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Uniyal y Mohan Ram (1994) también informaron de un nimero cromosémico de 2n = 30. 

Mientras que para la especie americana, Weddelina squamulosa, se report6 un n = 20 y 2n = 40. 

De acuerdo a esta informacion, el nt&mero basico para la subfamilia Tristichoideae es x = 10. Esto 

indica que el principal mecanismo de evolucién del grupo fue la poliploidia. 

En caso de autopoliploidia, la estabilidad de los tetraploides 4x = 2n = 40 (x = 10) 0 

tetraploides 4x = 2n = 20 (x = 5) posiblemente se deba a procesos de diploidizacion, en éste, los 

poliploides antiguos tienden a parecerse mas a los diploides que a los poliploides recientemente 

formados. Esta diploidizacién afecta tanto el comportamiento citolégico como la constitucién 

génica de los poliploides (Grant, 1989). Cuando surge un autopoliploide nuevo, es de esperarse 

que presente una alta frecuencia de multivalentes, io cual causa la reduccién de su fertilidad. Pero 

la seleccién natural (o artificial) para la fertilidad favorece a los genes disponibles que promueven 

la formacion de bivalentes en vez de multivalentes. En una linea autotetraploide de maiz (Zea 

mays, x = 10), se comparé al principio y al final de un periodo de 10 afios de seleccién y se 

encontré en las primeras generaciones un 89% de 8-10 IV en las células madres del polen, 

mientras que los descendientes presentaron 52% de 8-10 IV. Por lo tanto la frecuencia de 

bivalentes aumenté cuando la frecuencia de multivalentes disminuyé (Gilles & Randolph, 1951). 

En un citotipo autotetraploide de Gibasis schiedeana, se observé también un alto porcentaje 

(59.20%) de bivalentes mostrando en este genotipo el efecto de !a diploidizacion (Martinez & 

Palomino, 1997). 

Morfologia cromosomica y longitud total de la cromatina 

E] estudio comparativo de Jos cariotipos en las difentes especies y géneros pueden dar 

informacién sobre los procesos de especiacién en un grupo de plantas (Sinha & Roy, 1979; 

Stebbins, 1971). 

Las diferencias en la longitud total de la cromatina entre direrentes especies pueden ser 

debidas a mutaciones estructurales y al papel de los segmentos heterocromaticos durante el 

proceso de evolucién. Probablemente la seleccién natural actue sobre los segmentos de 

heterocromatina inerte y sean eleminados por delecién produciendo una disminucidn del tamafio 
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cromosémico. Al respecto Sinha & Roy (1979) mencionaron que en algunos casos la pérdida de 

segmentos de heterocromatina puede ser tolerada por las especies. 

Stebbins (1971) sefial6 que una mayor longitud de Ja cromatina y alto contenido de ADN 

son caracteristicas que corresponden a especies primitivas, sin embargo, Sinha & Roy (1979) 

consideraron que el estado evolutivo de las especies en base a la Jongitud total de la cromatina no 

incluye a otros factores que operan durante la especiacién y por lo tanto no indica la secuencia 

evolutiva de las especies. 

En los géneros mexicanos pertenecientes a la subfamilia Podostemoideae, el grado de 

asimetria se correlacioné mediante los valores obtenidos de los indices de asimetria, Marathrum 

schiedeanum presenté un TF% de 42.31 y un intervalo de F% de 33.33 a 45.89, mientras que M. 

tenue presenté un TF% de 45.37 y un inetrvalo de F% de 41.64 a 48.03. Respecto a las 

diferencias observadas en los indices de asimetria, un valor de TF% alto, indica un cariotipo mds 

simétrico, en tanto que un intervalo mas amplio de F% indica una estructura mas asimétrica del 

cariotipo. De acuerdo con esto, M. tenue presenté un cariotipo mas simétrico que el resto de las 

especies de este género (Tabla 14). 

En el presente estudio el andlisis cariomorfolégico mostré que, Oserya coulteriana y 

Vanroyenella plumosa presentaron cariotipos similares, ambos formados por 13 pares de 

cromosomas metacéntricos y un par de submetacéntricos. Sin embargo, el andlisis y comparacién de 

los indices de simetria TF% mostré ciertas diferencias. Para Oserya coulteriana el valor fue de 

45.81 y el intervalo de F% de 35.55 a 48.41, mientras que para Vanroyenella plumosa fue de 47.06 

y el intervalo de F% de 37.01 a 50.0, lo cual indica que el cariotipo de V. plumosa es mas simétrico 

que el de O. coulteriana. 

Al respecto, Lewitzky (1931) consideré que los cariotipos mas simétricos (con mayor 

numero de metacéntricos) son mas primitivos, y este parametro puede ser utilizado para indicar la 

direccion evolutiva de las especies. Sin embargo, Jones (1978) sugirié que para conocer la direcci6n 

evolutiva de los diferentes grupos de plantas es necesario correlacionar la informacion citogenética 

con otro tipo de parametros, debido a que si la tendencia a la asimetria en un grupo ya se ha 

alcanzado en su totalidad, se dara una tendencia evolutiva hacia una nueva simetria. 
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Alt comparar y analizar los indices de asimetria TF% de los cariotipos de dos especies 

asidticas (2 géneros) con los indices de cinco especies (3 géneros) americanas de la subfamilia 

Podostemoideae (Tabla 14) se observé que los géneros asiaticos presentan cariotipos mas 

asimétricos, con valores de TF% de 28.75 a 38.83, mientras que los géneros americanos tienen 

cariotipos mas simétricos, con TF% de 42.31 a 46.97. Este mismo comporiamiento se presenta en 

los dos géneros de Tristichoideae, uno asiatico y otro americano. De acuerdo a esta informacion y 

tomando en cuenta la teoria de Lewitzky (1931) sobre la tendencia evolutiva del cardcter del 

grado de simetria del cariotipo, las especies americanas pertenecientes a Podostemoideae y 

Tristichoideae son més primitivas que las asiaticas. 

La longitud total de la cromatina (LTC) en los diferentes géneros y especies de 

podostemaceas presenta un intervalo entre 9.17 1 a 105.47 p (Tabla 14) y se correlaciona con el 

numero cromosémico somatico (2m) y el numero basico (x). 

De acuerdo al parrafo anterior, en las podostemaceas la tendencia es al incremento de la 

longitud total de la cromatina. Esto apoya la idea de que la poliploidia a jugado un papel 

importante en la evolucién de este grupo de plantas. Sin embargo, los diferentes nimeros basico 

(serie disploide) debidos a cambios aneuploides y la tendencia hacia la asimetria de los cariotipos 

podrian ser causados por translocaciones desiguales con pérdida de cromatina. 

Esta hipotesis es apoyada por los estudios de filogenia en las Podostemaceae en base a 

estudios de rbcL (Figurat2). 
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Cromosomas meiéticos 
  

Aunque la técnica de colecta de botones florales se realizd para obtener muestras de los 

diferentes estados de desarrollo, es decir, a diferentes profundidades y en diferentes horarios del dia, 

con el fin de observar los cromosomas meidticos, estos no fueron observados, Al respecto. Murguia 

et al. (en prensa) mencionaron que para Vanroyenella plumosa, las estructuras reproductivas estan 

completamente bien formadas, atin cuando ios primordios florales se encuentran sumergidos en el 

agua e inmersos en el tejido materno. En este estudio se observé un patrén similar en otras especies 

analizadas. Las anteras de los botones florales mas pequefios se encontraban inmaduros, mientras 

que en anteras de botones de mayor tamafio solamente se observé el polen, cuando se observaron 

anteras con CMP todas se encontraban en interfase o profase I. Por lo que es necesario plantear otra 

metodologia para obtener informacién sobre los factores que ocasionan la division meidtica de las 
4 

CMP para su maduracién en las podostemaceas. 

Germinacién in vitro 

Los resultados de la germinaci6n de semillas in vitro de Vanroyenella plumosa en medio 

Hquido de MS (1 x 10°) suplementado con 0.5% de sacarosa, expuestas a una intensidad de luz 

de 500-1000 lux, y a una temperatura de 27 + 2 °C coinciden con los reportados para Griffitella 

hookeriana por Vidyashankari & Mohan Ram (1987). En este estudio se observé desarrollo de las 

plantulas hasta el dia 22. También se traté de utilizar la técnica propuesta por Seghal ef al., 

(1993) de transplantes sucesivos en medios MS en diferentes condiciones fisico-quimicas, sin 

embargo, las plantulas no sobrevivieron al primer transplante. Con base en las observaciones de 

laboratorio, es necesario realizar pruebas de transplantes sucesivos con plantulas de diferentes 

edades, con el fin de obtener pldntulas mds vigorosas que resistan los cambios del medio, asi 

como probar medios MS suplementados con concentraciones diferentes de hormonas, con el fin 

de crear microambientes adecuados para el desarrollo de las plantulas. 
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Contenido de ADN nuclear por citometria de fluio (CF) 

De acuerdo con los resultados obtenidos del contenido de ADN, las dos especies de 

podostemdceas mexicanas analizadas en este estudio presentaron genomas pequefios. Marathrum 

rubrum presenté una menor cantidad de ADN nuclear, 2C = 1.01 pg, mientras que Oserya 

coulteriana 2C = 2.70 pg. Las determinaciones del tamafio del genoma (2C de ADN pg) en estas 

dos especies, se consideran preliminares debido a que por falta de material se realizaron 

unicamente dos repeticiones en M. rubrum y una en O. coulteriana. 

En Oserya sp. nov. se realizé un andlisis preliminar con Lycopersicon esculentum y se 

comparé con Oserya coulteriana (Tabla 12, Figura 10). Posteriormente, para la determinacion del 

tamafio del genoma de Oserya sp. nov. se utilizs Zea mays como planta de referencia. Los picos 

G,(2C) de Oserya sp. nov. y Zea mays estan individualizadosy sus medias presentan una diferencia 

no mayor al doble de la media de Oserya sp. nov. (Tabla 13). Para Oserya sp. nov. se determiné el 

tamafio del genoma 2C = 2.33 pg (Tabla 13, Figura 9). Debido a que no se conoce el numero 

cromosémico de esta ultima especie, se le comparé con Oserya coulteriana (Jalisco) con 2 = 28 y 

considerando que los valores del contenido de ADN nuclear de ambas especies son relativamente 

similares, se puede inferir que Oserya sp. nov. sea diploide con un nimero cromosémico de 2n = 

28, sin embargo este dato requiere su confirmacion. 

Relaciones filogenéticasen las Podostemaceae 

Respecto a las relaciones filogenéticas de este grupo de plantas Les er. al. (en preparacidn), 

(Figura 12) formularon una hipotesis de radiacién tropical multiple en las Podostemaceae (sensu 

lato). Ellos construyeron arboles filogenéticos a partir de secuencias de rbcl utilizando 14 géneros 

(7 americanos y 7 asiaticos), los resultados revelaron un patron biogeograéfico inusual. El clado basal 

(subfamilia Tristichoideae = familia Tristichaceae) contiene un elemento floristico de Gondwana 

con Tristicha (Australia, Madagascar, Africa, América tropical) distribuido pantropicalmente y otro 

género exhibiendo radiaciones en la India y sur/sudeste de Asia. Un segundo taxa basal 0 clado 

(subfamilia Podostemoideae = familia Podostemaceae en sentido estricto) estd uniformemente 

distribuido en Centro y Sudamérica (Apinagia, Marathrum, Oserya y Vanroyenelld). Siguiendo en 
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orden filogenético estén Podostemum (sur/norte de América), Cladopus (Japon, sureste de Asia), 

Zeylanidium, Polypleurum y Farmeria (sudeste de Asia ¢ India). De acuerdo con los autores, las 

afinidades biogeograficas de los géneros de las hierbas de los rios sugieren que la diversificaciénde 

este grupo experimenté una primera radiacién tropical (Tristichoideae) y posteriormente la segunda 

radiacién (Farmeria, Polypleurum y Zeylanidium). Por lo tanto, la migracién de este grupo de 

plantas dentro de las provincias floristicas de Laurasia y su subsecuente retorno a mediambientes 

tropicales es presentada como una hipotesis para explicar su diversificacién. 

De acuerdo con la informacién citogenética obtenida en este trabajo y la disponible para 

las especies de Podostemaceae, se proponen las siguientes tendencias evolutivas. La rama basal de 

la figura 11 corresponde a la subfamilia Tristichoideae, que presenta el niimero basico mas 

ptimitivo (x = 10) donde los poliploides son mds frecuentes, lo que es congruente con sus 

caracteristicas morfoldégicas primitivas y moleculares. El segundo grupo divergente es el mas 

diverso y evolucionado y corresponde a la subfamilia Podostemoideae, el andlisis filogenético 

disponible (Figura 12) aunado a los datos cromosémicos, apoyan la idea de que se trata de un grupo 

paleopoliploide y por lo tanto la reduccién disploide es el mecanismo cromosémico mas probable 

para explicar la variacién en los nimeros basicos (x = 13, 14, 15 y 17) registrados hasta el momento. 

El andlisis cariotipico de las especies de Podostemoideae (Tabla 14) muestra que los eventos 

cromosémicos durante la evolucién del grupo se deben principalmentea las translocaciones. 

Es importante sefialar que el ntimero cromosémico obtenido para Tristicha de 2n = 20 y 

numero bdsico x = 10, son pardmetros citolégicos, que aunados a caracteristicas morfolégicas y 

moleculares, apoyan la separacién de este género dentro de la familia Tristichaceae como lo 

propuso Willis (1914), Cusset & Cusset (1988) y posteriormente Les ef al. (1997). 

Sin embargo, los estudios citogenéticos publicados para la familia Podostemaceae son 

limitados representando apenas un 18.4% de los conteos cromosémicosa el nivel genérico y por lo 

tanto son necesarios un mayor nimero de este tipo de estudios, que permitan esclarecer los eventos 

genéticos que ocurrieron durante la evolucién de las podostemaceas. 
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CONCLUSIONES 

1. Se reporta por primera vez el nimero cromosémico para Oserya coulteriana y Vanroyenella 

plumosa (subfamilia Podostemoideae) que es 2n = 28 (x = 14), estos datos apoyan su relacién 

taxonoémica debido a que presentan nameros cromosémicos del mismo orden de magnitud. El 

x = 14 probablemente se originé por aneuploidia de algunos de los cromosomas del genomio. 

Mientras que Tristicha trifaria presenta 2n = 20 (x = 10). 

2. Con base en los numeros cromosémicos obtenidos en este trabajo y los confirmados en la 

Hteratura, se propone que la subfamilia Podostemoideae es un grupo paleopoliploide y 

presenta los mimeros basicos x = 13, 14, 15 y 17 (serie disploide), esta variacion en el grupo 

se originé principalmente por aneuploidias debidas a: (1) una divisién anormal del 

centrémero, (2) por la incorporacién de un par adicional de cromosomas del complemento 

regular como resultado del retraso durante la divisén celular y (3) por translocaciones 

desiguales. 

3. De acuerdo a los nimeros cromosémicos de los géneros pertenecientes a la subfamilia 

Tristichvideae, est presenta un x = 10 y la poliploidia es el principal mecanismo involucrado 

en la evolucién cromosémica de este grupo. 

4. El andlisis cariotipico de Oserya coulteriana y Vanroyenella plumosa no presenta diferencias 

significativas en cuanto a su formula cariotipica ya que las dos especies presentan 13 pares de 

cromosomas metacéntricos y un par de cromosomas submetacéntricos, con indices de 

simetria TF% de 45.95 y 46.97, respectivamente. Sin embargo se observé que el tamafio del 

genoma (LTC) es significativamente mayor en O. coulteriana con relacién a V. plumosa, 

mientras que Tristicha trifaria presentd 10 pares de cromosomas metacéntricos en su formula 

cariotipica y un TF% de 48.68. 
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. E] andlisis del tamafio del genoma por citometria de flujo mostré que dos especies de la 

subfamilia Podostemoideae presentan genomas pequefios (2C = 1.01 pg en Marathrum 

rubrum y 2C = 2.33 pg en Oserya sp. nov.) considerando el rango de 2C = 0.4-254.8 pg 

conocido para las angiospermas. 

De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas, estudios biogeograficos, moleculares y a los 

citogenéticos obtenidos en este trabajo, se apoya la idea de segregacién de las subfamilias 

Podostemoideae y Tristichoideae a nivel de familias Podostemaceae y Tristichaceae. 
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APENDICE 

Ejemplares de referencia depositados en el Herbario Nacional (MEXU). 

Marathrum rubrum Novelo y Philbrick. 

JALISCO. Mpio.: Cabo Corrientes. Localidad: Rio Horcones, a aproximadamente 17 km al 

sur de Puerto Vallarta. Altitud aprox., 375 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas de granito, 

en rio de agua clara y con fuerte corriente. Colectores: Novelo, R.A., Oropeza, H.N. y 

Ramos V.L. No. de colecta: 02429. Fecha de colecta: 15 Abr. 1998. 

Oserya coulteriana Tul. 

GUERRERO. Mpio.: Placeres del Oro. Localidad: Rio del Oro, junto al poblado Placeres 

del Oro, aprox. 30 km al SW de Cd, Altamirano. Altitud 250 m. Habitat: Creciendo sobre 

las piedras en rio limpio y con corriente. Colectores: Novelo, R.A., Ramos, V.L., 

Rutishauser, R., Oropeza, H.N. y Murguia, G. No. de colecta: 01449. Fecha de colecta: 19 

Mar., 1996. ‘ 

JALISCO. Mpio.: Cabo Corrientes. Localidad: Rio Horcones, en el puente sobre el rio, a 

aprox. 27 km al sur de Puerto Vallarta. Altitud aprox. 350 m. Habitat: Creciendo sobre las 

rocas de granito, en rio de agua limpia y con corriente. Colectores: Novelo, R.A., 

Ramos,V.L., Oropeza, N., Murguia, G. y Garcia, A. No. de colecta: 01826. Fecha de 

colecta: 19 Mar. 1997. Mpio.: El Tuito. Localidad: Rio las Juntas, 2 km al sur de Tuito 

rumbo a Chamela Altitud; aprox. 100 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas, en rio limpio y 

con corriente. Colectores: Novelo, R.A., Ramos, V.L., Oropeza, N., Murguia, G. y Garcia, 

A. No. de colecta: 01830. Fecha de colecta: 20 Mar. 1997. Mpio.: Cabo Corrientes. 

Localidad: Rio Horcones, en el puente sobre el rio, a aproximadamente 17 km al sur de 

Puerto Vallarta. Altitud aprox. 375 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas de granito, en rio 

de agua limpia y con fuerte corriente. Colectores: Novelo, R.A. No. de colecta: 01994. 1° 

Ago. 1997, Mpio.: Cabo Corrientes, Localidad: Rio Horcones, a aprox. 17 km al sur de 

Puerto Vallarta. Altitud aprox., 375 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas de granito, en rio 

de agua clara y con fuerte corriente. Colectores: Novelo, R.A. con Oropeza, H.N. y Ramos 

V.L. No. de colecta: 02430. Fecha de colecta: 15 Abr. 1998. 

Oserya sp. nov. 

TAMAULIPAS. Mpio.: Ciudad Victoria. Localidad: Aproximadamente 7 km al oeste de 

Ciudad Victoria. Habitat: creciendo sobre las rocas de granito, en rio de agua limpia. 

Colectores: Novelo, R.A. No. de colecta: 02853. Fecha de colecta: 1 Ago., 1998. 

Podostemum ricciiforme (Liebm.) Royen 

OAXACA. Mpio.: Usila. Localidad: Rio Usila, junto al puente en el poblado del mismo 

nombre, aprox. 105 km_al suoeste de Tuxtepec. Altitud 120 m. Habitat: Creciendo en las 

rocas del borde del rio, en agua limpia y con corriente. Colectores: Novelo, R.A. y Ramos, 

V.L. No. de colecta: 01833. Fecha de colecta: 13 May. 1997. 
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TABASCO. Mpio.: Huimanguillo. Localidad: Rio Pedregal, a la altura de la poblacion 

llamado Carlos A. Madrazo, en los limites de los estados de Veracruz y Tabasco. Altitud 

127 m. Habitat: Creciendo adherida sobre las rocas en rio limpio y con corriente. 

Colectores: Novelo, R.A. y Ramos, V.L. No. de colecta: 02060. Fecha de colecta: 9 Feb., 

1998. 

Vanroyenella plumosa Novelo & Philbrick 

OAXACA. Mpio.: San Gabriel Mixtepec. Localidad: Rio Rana o El Casquito, 3.3 km al 

norte de San Gabriel Mixtepec y a 48 km al norte de Puerto Escondido, Altitud 670 m. 

Habitat: Creciendo sobre las rocas, en rio limpio y con fuerte corriente. Colectores: Novelo, 

R.A, Philbrick, T., Crow, G. y Oropeza, N. No. de colecta: 01392. Fecha de colecta: 10 

Dic., 1994, Mpio.: San Gabriel Mixtepec. Localidad: Rio rana o El Casquito, 3.5 km al 

norte de San Gabriel Mixtepec. Altitud 670 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas, en rio 

limpio, con fuerte corriente en zona de rapidos. Colectores: Novelo, R.A., Ramos V.L5 

Oropeza, N.; Murguia, G. 01821 . Fecha de colecta: 3 Dic., 1996. 

JALISCO, Mpio.: Cabo Corrientes. Localidad: Rio Horcones, en el puente sobre el rio, a 

aprox. 27 km al sur de Puerto Vallarta. Altitud aprox. 350 m. Habitat: Creciendo sobre las 

rocas de granito, en rio de agua limpia y con corriente. Colectores: Novelo, R.A., 

Ramos,V.L., Oropeza, N., Munguia, G. y Garcia, A. No. de colecta: 01828. Fecha de 

colecta: 19 Mar. 1997. 

Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Sprengel 

OAXACA. Mpio.: San Gabriel Mixtepec. Localidad: Rio El Casquito o Rana, 3.5 km al 

norte de San Gabriel Mixtepec. Altitud 670 m. Habitat: Creciendo sobre las rocas, en rio 

limpio, con fuerte corriente en zona de rapidos. Colectores: Novelo, R,A., Ramos V.L., 

Oropeza, N., Murgufa, G. No. de colecta: 01823. Fecha de colecta: 3 Dic., 1996. 

JALISCO. Mpio.: Cabo Corrientes, Rio Horcones, en el puente sobre el rio, a 

aproximadamente 27 km al sur de Puerto Vallarta. Altitud Aprox. 350 m. Habitat: 

Creciendo sobre rocas de granito, en rio de agua limpia y con corriente. Colectores: 

Novelo, R.A. con Ramos,V.L., Oropeza, N., Murguia, G. y Garcia, A. No. de colecta: 

01827. Fecha de colecta: 19 Mar. 1997. 

OAXACA. Mpio.: Usila. Localidad: Rio Usila, junto al puente en el poblado del mismo 

nombre. Aprox. 105 km al suoeste de Tuxtepec. Altitud 120 m, Habitat: Creciendo en las 

rocas del borde del rio, er. agua limpia y con corriente. Colectores: Novelo, R.A. con 

Ramos, V.L. No. de colecta: 01835. Fecha de colecta: 13 May. 1997. 

TABASCO. Mpio.: Huimanguillo. Localidad: Rio Pedregal, a la altura de la poblacién 

llamado Carlos A. Madraze en los limites de los estados de Veracruz y Tabasco. Altitud 

127 m. Habitat: Creciendo adherida sobre las rocas en rio limpio y con corriente. 

Colectores: Novelo, R.Acon:Ramos, V. L. No. de colecta: 02062. Fecha de colecta: 9 Feb., 

1998. ( 
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