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RESUMEN

El sotol, Dasylirion sp., es un género de plantas tipicas del Desierto
Chihuahuense, perenne y de un comportamiento sexual dioico. Juega un papel
econoémico importante en los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango. Es un
componente mayor de varios ecosistemas deseérticos, sin embargo ha sido poco
estudiado desde el punto de vista biologico. En particular, se desconocen las
bases de su dindmica reproductiva. En este trabajo se estudi6 la morfologia y
comportamiento de los cromosomas en la meiosis masculina y mitosis de
Dasylirion cedrosanum. El estudio cromosémico fue complementado mediante
el estudio poblacional de frecuencias de machos y hembras en las localidades
del estado de Coahuila: Buenavista, Cafidbn de San Lorenzo, San Miguel y
General Cepeda, y en la localidad de Providencia del estado de Zacatecas.
Para el estudio de meiosis se recolectaron botones masculinos, se fijaron y se
prepararon para su analisis con colorante acetocarmin. Para la preparacién de
cromosomas mitéticos se utilizé una técnica basada en tratamiento enzimatico
con pectoliasa y celulasa, asi como tincién con el mismo colorante. Los datos

poblacionales de proporciones de sexos se analizaron con la prueba de z.

Ambos enfoques citologicos revelaron un nimero cromosémico somatico 2n =
38, consistente con lo reportado para D. wheeleri y D. texanum. El
apareamiento cromosOmico meidtico mostr6 un comportamiento  diploide
normal con prevalencia de anillos sobre cadenas bivalentes, tipicamente sin
presencia de anormalidades en el apareamiento. Las configuraciones bivalentes

en todos los casos fueron simétricas. Los cromosomas mitdticos mostraron una



alta variacion en morfologia y tamafo dentro de las células. EI namero
cromosomico encontrado en este estudio coincide con las anteriores
observaciones para el género Dasylirion lo cual apunta hacia un nivel de ploidia
constante en el mismo. El apareamiento normal y simétrico en meiosis es a su
vez indicativo de una produccion de gametos balanceados, y sugiere la
ausencia de una determinacion sexual heteromorfica, por lo cual es poco
probable que se puedan identificar morfoldgicamente cromosomas sexuales. La
variacion dentro del juego cromosémico en mitosis sugiere la posibilidad de
construir un cariotipo para esta especie. En las poblaciones de General Cepeda
y Providencia las proporciones de sexo masculino y femenino fueron
significativamente diferente a las tasa 1:1, con un déficit de machos en ambas.
No obstante, en el resto de los sitios la proporcién estimada de machos fue
también menor al 50%, con una proporcion global de 26 %. Ademas, las
proporciones de sexos presentaron un sesgo significativo hacia un exceso de
hembras con respecto a una proporcion 1:1 para dos localidades. Si el sotol
presentara cromosomas sexuales, con determinacion XY y sin distorsion en la
segregacion, se esperarian proporciones cercanas a 1:1, situacion que no se
presentd. Concordantemente, los datos citolégicos no indican la presencia de

cromosomas sexuales.



ABSTRACT

Sotol, Dasylirion sp., is a genus of plants typically present in the Chihuahuan
Desert, perennial and with a dioecious sexual behavior. It plays an important
economic role in the states of Chihuahua, Coahuila and Durango. It is a major
component of several desert ecosystems, but has received little attention from
the biological point of view. In particular, the basis of its reproductive dynamics
are unknown. The chromosomal study was supplemented by the study of the
population frequencies of males and females in several locations of Coahuila
state: Buenavista, Cafién de San Lorenzo, San Miguel and General Cepeda, as
well as Providencia, in the state of Zacatecas. For the study of meiosis, male
flower buds were collected, fixed and prepared for analysis with an
acetocarmine dye. For the preparation of mitotic chromosomes, we used a
technique based on enzymatic treatment with pectolyase and cellulase, as well
as staining with the mentioned dye. The sex proportions across locations were

analyzed by the z-test.

Both cytological approaches revealed a somatic chromosome number 2n = 38,
consistent with the figure reported for D. wheeleri and D. texanum. The meiotic
chromosome pairing showed a normal diploid behavior, with prevalence of ring
and bivalents chains, typically without presence of abnormalities. Bivalent
configurations in all cases were symmetrical. Mitotic chromosomes showed a
high variation in morphology and size within the cells. The chromosome number
found in this study is consistent with the previous findings for Dasylirion, and

points to a constant ploidy level across the genus. The normal and symmetric

Vi



meiotic pairing indicates a balanced production of gametes and suggests the
absence of heteromorphic sex determination, and it is unlikely that sex
chromosomes can be morphologically identified. The morphological variation
within the set of chromosomes in mitosis suggests the possibility of constructing
a karyotype for this species. In the populations of General Cepeda and
Providencia, the male and female proportions were significantly different from
the ratio 1:1, with a male deficit in both locations. However, in the remaining
sites estimated proportion of males was also less than 50%, with an overall ratio
of 26%. In addition, sex ratios were significantly different between locations. If
sotol presented sex chromosomes with an XY determinatiom and non distorted
segregation, proportions would be close to 1:1. Accordingly, no cytological data

indicate the presence of sex chromosomes.
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l. INTRODUCCION

El sotol (Dasylirion cedrosanum) es una especie perenne del norte de México y
sur de los Estados Unidos de América. Sus hojas son numerosas e irradian
simétricamente desde el tallo, con 25 a 75 cm de longitud lineal, caidas o
arqueadas; son relativamente amplias, flexibles y en forma de cuchara en el
extremo inferior. El tallo es corto, en parte subterraneo, fibroso robusto, cubierto
de hojas persistentes. En muchos casos una escoba larga de las hojas muertas
ayuda a apuntalar a los tallos cortos que tienden a inclinarse con la edad. La
raiz es gruesa, carnosa y se extiende desde la base del tallo engrosado. Sus
flores son pequefas, con bracteas membranosas y seis sépalos en forma
ovoide con margenes denticulados. En las flores masculinas hay seis
estambres los cuales son rudimentarios en las flores pistiladas. El pistilo es

corto, ligeramente ampliado en la punta y con tres estigmas lobulados.

El sotol es una planta dioica. Ambos sexos cuentan con una inflorescencia,
comunmente llamada escapo, donde se producen flores con estambres
funcionales en los machos, o con pistilos funcionales en las hembras (Bogler,
1994; Cruz-Requena, 2007). Aunque la dioecia es una caracteristica que se
presenta en muchos grupos taxondmicos de plantas, poco se conoce sobre la

base genética de este evento de reciente evolucion y a diferencia de los



mamiferos donde los cromosomas sexuales han evolucionado
independientemente hasta presentar formas heteromorficas, solo unas pocas
especies dioicas contienen cromosomas sexuales citoldgicamente distinguibles,
como en Silene, Rumex y Humulus (Giraldo et al., 2004; Negrutiu et al., 2001,
Vyskot y Hobza, 2004). En el caso del sotol no se encontré informacion
publicada sobre la presencia de cromosomas heteromoérficos. Teniendo este
panorama se propone la hipétesis de que el sotol presentara una determinacion
del sexo del tipo XY en sus poblaciones naturales presentando una frecuencia

de machos y hembras cercanas a la proporcién de 1:1.

El producto econ6micamente mas importante del género Dasylirion es la
bebida llamada “sotol”, obtenida a partir de la fermentacion del tallo o cabeza de
la planta. El ingreso en México por ventas de sotol en el afio 2005 era de
alrededor de 19.5 millones de pesos, mientras que para el afio 2008, se
registraron 58.2 millones de pesos, lo cual representa un incremento de mas
del 300% (Olivas-Garcia et al., 2010). Este crecimiento implica la necesidad de
mas materia prima, la cual proviene casi exclusivamente de poblaciones
naturales. El desconocimiento del manejo sostenible de estas poblaciones y la
carencia de elementos para determinar el sexo de las plantas antes de la
floracion estan muy probablemente afectando el potencial reproductivo de las
mismas. Sin embargo no se han determinado el grado de impacto sobre los

ecosistemas originado por la explotacion.



En cuanto a caracteristicas citolégicas, se reporta un nidmero cromosomico
diploide 2n = 38 para D. wheeleri y D. texanum (Sato, 1935). Sin embargo no se
encontraron trabajos publicados sobre el numero cromosomico de D.
cedrosanum ni en sobre el comportamiento meiético del género. Este tipo de
estudios son muy importante porque, ademas de su valor taxonémico, proveen
de claves importantes sobre la genética de la reproduccion y relaciones
evolutivas entre los grupos de plantas. No se han encontrado trabajos
publicados sobre estudios de proporcion de sexos en poblaciones naturales de
sotol lo cual hace suponer que este seria el primer trabajo sobre el tema en D.
cedrosanum.  Asimismo, a la fecha no se ha reportado su numero
cromosomico. Por esta razdn que el objetivo de este trabajo fue estudiar el
namero cromosémico y el comportamiento meio6tico, asi como estudiar la

proporcion de sexos en poblaciones de D. cedrosanum.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el niUmero cromosomico y la proporcion de sexos en poblaciones de

D. cedrosanum.

Objetivos especificos

1. Estudiar los cromosomas de D. cedrosanum en mitosis y meiosis

2. Analizar la estructura de la proporcién de sexos en cinco localidades

Hipotesis

1. El nimero cromosémico de D. cedrosanum sera consistente con las especies
gue han sido reportados dentro del género Dasylirion.

2. El analisis meidtico presentara simetria en las configuraciones sugiriendo la
ausencia de un posible heteromorfismo cromosémico en la determinacion del
sexo.

3. El estudio poblacional presentara una proporcion sexual cercana 1:1 en las

cinco poblaciones analizadas.



ll. REVISION DE LITERATURA

Descripcion de la especie

Reciben el nombre de sotol las especies del género Dasylirion, muy comunes
en regiones semidesérticas (Martinez, 1979). Es una planta silvestre de México
gue vive en lugares éaridos principalmente del Desierto Chihuahuense. Planta
perenne, semisuculenta, semicilindrica, espinosa, policarpica, de media a
robusta. Sus hojas son numerosas e irradian simétricamente desde el tallo
(Figura 1), con 25 a 75 cm de longitud, caidas o arqueadas; son relativamente
amplias, flexibles y en forma de cuchara en el extremo inferior, las hojas son
lineales, grisdceas palidas a verde palido, comunmente forman una roseta
desde la base, con espinas en los bordes y una base ancha y una pda Terminal
(Robles-Esparza y Espafia-Montoya, 2008). El tallo es corto, en parte
subterraneo, fibroso robusto, cubierto de hojas persistentes. En muchos casos
una escoba larga de las hojas muertas ayuda a apuntalar a los tallos cortos que
tienden a inclinarse con la edad. La raiz es gruesa y carnosa y se extiende
desde la base del tallo engrosado. Frecuentemente el género Dasylirion se
propaga por semilla, aunque también produce vastagos a partir de la cauda,
gue es la regién de la base del tallo (Bogler, 1998; Robles-Esparza y Espafa-

Montoya, 2008). El sotol es una planta longeva puede llegar a vivir mas de 100



afos y en jardines botanicos puede llegar a vivir hasta 150 afios. El sotol
prospera en suelos bien drenados y ya establecido normalmente necesita poca
agua (Bogler, 1998). Bogler (1994) reporto que el género Dasylirion pertenecia
a la familia Nolinaceae, en la actualidad este género es ubicado en la familia

Asparagaceae (WCSP, 2012).

Figura 1. 1 Planta de sotol (D. cedrosanum). Foto: Yadhira del Carmen
Ortiz Covarrubias, en Buenavista, Coahuila.

El sotol se caracteriza por ser una planta dioica (Figura 1.1). Ambos sexos
cuentan con un escapo o0 garrocha que puede ser muy alto, de 2 a 3.5 m, el
cual emite flores pequefias en paniculas (Martinez, 1979; Robles-Esparza y
Espafia-Montoya, 2008). Sus flores son pequefias, con bracteas membranosas
y seis sépalos en forma ovoide con margenes denticulados. Las semillas del

género Dasylirion son trigonas, tienen un color dorado, con una superficie mas



0 menos rugosa, y son claramente de tres l6bulos. EI embrién es cilindrico y
recto y se localiza a lo largo del eje central de la semilla. La cubierta de la
semilla, aunque delgada, aparentemente es muy resistente a la sequia y la
semilla permanece viable durante afios. La escarificacion de la cubierta de la
semilla promueve la captacion de agua y la germinacion. Durante la
germinacion del embrion emerge de la parte inferior de la semilla (Bogler,

1994).

Figura 1. 2 Inflorescencias de sotol. A. Escapo hembra. B. Escapo macho.
Foto: Yadhira del Carmen Ortiz Covarrubias, en Buenavista, Coahuila.

Las especies del género Dasylirion se desarrollan en areas aridas y semiaridas
de algunas regiones del sur al centro de Nuevo México y en el sur de Arizona (
Bogler, 1994). En México prolifera en muchas zonas del Desierto Chihuahuense
y en el estado de Zacatecas donde se encuentran abundantes poblaciones
naturales, con presencia de D. cedrosanum. El sotol es nativo de zonas de
pastizales y matorrales desérticos a una altura sobre el nivel del mar entre 1000

y 2000 metros (Robles-Esparza y Espafia-Montoya, 2008).



Dioecia

Alrededor de 5% de las especies del reino vegetal son dioicas, y muchas de
estas plantas son de valor comercial por la produccion de frutos, tales como
papaya Yy kiwi, o de semillas como el pistacho, nuez moscada, pimienta negra,
por lo que se prefieren en altas proporciones en el cultivo (Parasnis et al., 2000;
Ainsworth, 2000; Giraldo et al., 2004). Aunque la dioecia es una caracteristica
gue se presenta en muchos grupos taxonémicos, poco se conoce sobre la base
genética de este evento de reciente evolucion y, a diferencia de los animales
donde los cromosomas sexuales han evolucionado independientemente hasta
presentar formas heteromoérficas, solo unas pocas especies dioicas contienen
cromosomas heteromérficas como Silene, Rumex y Humulus que permitan
identificar su sexo citolégicamente (Negrutiu et al., 2001; Vyskot y Hobza,

2004).

El sexo es otra de las claras diferenciaciones genéricas que se pueden hacer
facilmente para predecir el comportamiento de un grupo de individuos respecto
a otros (p. ej. machos respecto a hembras, pero también machos frente a
hermafroditas, etc.). Mucho se ha trabajado y se esta trabajando al respecto vy,
sin embargo, queda mucho por hacer aun en este campo. El sotol nos brinda
una oportunidad de generar nueva informacion que nos permita entender los
caminos evolutivos de la dioecia. En cuanto a la evolucion de la dioecia ha sido
tradicionalmente explicada por dos hipétesis. La primera considera que el factor
selectivo mas importante es su funcion como mecanismo que evita la

endogamia y la segunda sostiene que la seleccion sexual ha sido la fuerza
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selectiva que ha conducido a la especializacion sexual (Obeso y Retuerto,

2002).

Se ha reportado que los sistemas reproductivos tales como la dioecia y la
monoecia son de origen secundario; se ha encontrado en individuos
unisexuales vestigios de lo que pudo ser una flor hermafrodita indicando su
origen por medio del hermafroditismo (Madriz, 1997). De esta manera las bases
genéticas de la determinacién del sexo asi como su expresion pueden ser
controladas por cromosomas sexuales (Lloyd, 1975; Madriz, 1997), mas sin
embargo, el control genético de la expresibn sexual no parece ser
suficientemente fuerte para vencer totalmente los efectos y modificaciones de la
expresion sexual por el ambiente (Lloyd, 1975). En el caso del sotol no hay
estudios reportados sobre las proporciones de sexo en poblaciones naturales
que esclarezcan el comportamiento de su expresion sexual bajo la presion del

ambiente.

La evolucion de la dioecia puede deberse a la presion selectiva que favorece a
la polinizacion, también puede deberse a factores ecoldégicos como la
asignacion de recursos para las funciones masculinas y femeninas, seleccién
sexual, dispersiéon de semillas, polinizacion y depredacion. Las correlaciones
son filogenéticas: la dioecia es mas frecuente en plantas lefiosas, con frutos
carnosos dispersados por vertebrados frugivoros y poseen flores pequefias e
incospicuas, polinizadas por insectos no especializados o por viento. Los
mecanismos involucran circunstancias ecolégicas que favorecen a la dioecia a

través de vias especificas como los modelos de seleccion sexual. Como se



aprecia el fendmeno evolutivo de la dioecia no se ha logrado entender por
completo por lo cual es necesario estudios que aclaren los mecanismos que

generan la dioecia en cada especie estudiada. Importancia del sotol.

El producto econdmicamente mas importante del género Dasylirion es la bebida
llamada “sotol”’, obtenida a partir de la fermentacion del tallo o cabeza de la
planta. Cuenta con la denominacion de origen para los estados de Chihuahua,
Coahuila y Durango, México, y la creacion de la norma NOM-159-SCFI-2004,
con lo que hubo un incremento de produccion y comercializaciéon del sotol.
Asimismo, se cre0 el Consejo Mexicano del Sotol, A.C. en el afio 2006 (Olivas-
Garcia et al., 2010), el cual agrupa a alrededor de 128 socios. El ingreso por
ventas de sotol en el afio 2005 era de alrededor de 19.5 millones de pesos,
mientras que para el ailo 2008, se registraron 58.2 millones de pesos producto
de esta industria; esto, representa un incremento de mas del 300% (Olivas-

Garcia et al., 2010).

En otros usos de la planta, los escapos florales de sotol son muy utilizados en
construccion rustica de cercados, techos de casa-habitacion y para corrales de
animales, mientras las hojas son usadas para crear cestas artesanales y flores

artificiales.
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Estudio citologico

Los estudios citolégicos en especies vegetales y animales han adquirido en las
Gltimas décadas una extraordinaria importancia y desarrollo. Esto se debe a los
enormes avances de la citogenética, ciencia que ha contribuido de forma
extraordinaria a la comprension y conocimiento de los mecanismos citologicos
basicos de los procesos de diferenciacion bioldgica y evolutiva de las especies.
Los métodos citolégicos para conteo y caracterizacion de cromosomas son una
herramienta importante para los investigadores, ya que les proporciona
informacion objetiva que puede ser utilizada para la identificacion de especies,
de la misma manera que el taxbnomo puede emplear las estructuras florales,
morfologia de fruto, etc. Ademas, las relaciones de parentesco dentro de
grupos naturales de especies, hoy dia dificiimente pueden ser consideradas
como bien establecidas y definidas desde el punto de vista evolutivo, si no se
dispone de buenos datos citolégicos que refuercen las conclusiones basadas en
criterios morfolégicos (Pretel y Safiudo, 1978). Desde el punto de vista
citolégico el sotol representa una oportunidad de proporcionar informacién
basica sobre su comportamiento y morfologia cromosoémica, ya que es un

género poco estudiado.

El principio citolégico de la constancia numérica y morfolégica de los
cromosomas de los organismos eucarioticos, proporciona al citélogo un criterio
morfolégico objetivo que puede ser utilizado con propdsitos de identificacion,

esencialmente de la misma manera que el taxbnomo puede emplear las
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estructuras florales, morfologia del fruto, etc (Pretel y Safiudo, 1978). En el caso
del sotol los Unicos reportes de nameros cromosémicos reportados han sido
para D. wheeleri y D. texanum con un ndmero diploide 2n = 38 (Sato, 1935).
Los estudios citoloégicos sobre D. cedrosanum pueden generar informacion
importante sobre su tipo de reproduccion, ademas nos permitira saber si existen

cromosomas heteromorficos.

En el género Astragalus se han realizado estudios citogenéticos derivado al
interés de su complejidad taxondmica. Se compone de un elevado numero de
especies, que se han estimado de 1 500 (Pretel y Safiudo, 1978). En este
género se revelo e la existencia de taxones con numeros cromosOmicos
diferentes: n = 11, 12, 13, 14, 15, 22, 24. Excepcionalmente se dan también
algunos numeros altos como n = 32 y n = 48. Este género pone en manifiesto
la posibilidad de que dentro de un mismo género se encuentre variacion en el

ndmero cromosémico.

Estudio poblacional

Aunque es conveniente mencionar que no se ha determinado si los
aprovechamientos de sotol han tenido algun impacto sobre las poblaciones de
la planta, el interés de los productores y del Consejo Mexicano del Sotol, A.C.
por asegurar de la sostenibilidad de la industria, motivaron que en coordinacion
con el INIFAP se emprendieran diversas acciones de investigacion y desarrollo
tecnoldgico para asegurar que no se impacte negativamente los ecosistemas y

la perpetuidad de esta especie dioica y a la vez, se garantice el suministro de
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materia prima de mayor calidad y a menor costo en el mediano plazo, a partir
de poblaciones naturales y cultivadas (Olivas-Garcia et al., 2010). Una forma de
preservar las poblaciones de sotol es logrando diferenciar el sexo de las plantas
tempranamente que nos permita proteger la explotacion de las plantas

hembras.

En el sureste de Coahuila se tiene la creencia general que las plantas hembras
producen un mejor licor que las plantas macho, por lo cual las plantas hembras
son cortadas con mas frecuencia (Cruz-Requena, 2007). Por medio de un
estudio de caracterizacion fisicoquimico, Cruz-Requena (2007) menciona que la
composicién de las plantas de sotol es similar independientemente del sexo y
no hay bases bioquimicas para que se prefieran la plantas hembras en la
elaboracion del sotol. Demostrando de esta manera que mediante la

caracterizacion fisicoquimica no es posible diferenciar los sexos.

En la especie llex aquifolium que es un arbol dioico también se ha estudiado el
dimorfismo sexual. Se encontraron diferencias en los sexos en condiciones de
baja luminosidad; la eficiencia de la fotosintesis fue mayor en las plantas
hembras, por el contrario las plantas macho son més eficientes en el uso del

agua (Obeso y Retuerto, 2002).
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lILMATERIALES Y METODOS

Anélisis Meidtico

Para el estudio de cromosomas mei6ticos se recolectaron botones florales de
plantas del sexo masculino en la localidad de Buenavista, Coahuila, en la latitud
25°20.947° N, longitud 101°1.669" W vy altitud de 1786 metros, una zona con
clima templado, semiseco. La recoleccién de los botones florales se realiz6
aproximadamente a las 9:00 am en los meses de marzo, abril y mayo. La
recoleccion se llevo acabd dividiendo en tres zonas del escapo, la parte de
arriba (botones jovenes), la zona intermedia y la zona baja de la inflorescencia
donde se encuentran los botones maduros que presentaban un tamafo
aproximado de 1.5 cm y un color blanco. Los botones florales seleccionados
fueron fijados en una solucién fijadora Farmer (etanol al 96°: acido acético 3:1
v/v) por 24 horas. Con la finalidad de matar instantaneamente el tejido vy fijar las

fases de la division celular para su posterior analisis.

Para su preparacion citoldgica los botones florales fueron colocados en porta-
objetos donde se aislaron las anteras a las cuales se les colocé una gota de
colorante carmin al 1% en acido acético al 45% para tefiir los cromosomas y se
procedié al método de aplastado, para posteriormente aislar las células y

eliminar el tejido de la cubierta y colocar un cubreobjetos. En seguida se coloc6
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la preparacidon en una plancha citologica para su calentamiento durante un

minuto y se procedi6 a su aplastado manual.

Los meiocitos se analizaron en diacinesis. Se pudo apreciar que las
preparaciones que se obtuvieron de anteras con un color amarillo claro tenian
mas probabilidad de contar con esas fases; en cambio si las anteras tenian un
color amarillo obscuro, aumentaba la posibilidad de encontrar fases tardias vy

polen.

Se analiz6 el comportamiento cromosdmico de células en diacinesis de la
profase |, buscando identificar el nimero y el tipo de configuracién formadas.
También se identific6 su apareamiento cromosémico y la posible presencia de

cromosomas heteromorficos.

Se tomaron microfotografias a los meiocitos a través de un microscopio marca
Vistavision acoplado con una camara digital Pixera Winder Pro y un sistema de
computo que tiene software para andlisis de imagenes Axion Vision Rel. 4.5. Se
seleccionaron las mejores fotos para este trabajo y se procedié al analisis
cromosomico cualitativo y cuantitativo. Para la medicion de los cromosomas se
utilizé el software Axion Vision Rel. 4.5 y para su analisis estadistico se utilizé el
lenguaje y ambiente para computo estadistico R (R Development Core Team,

2012).

Se revisaron botones florales de 40 plantas estaminadas y solamente se tuvo
éxito en 16 plantas con células en diacinesis. De estas 16 plantas se analizaron

78 células en diacinesis. El analisis de configuraciones meigticas no fue posible
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en metafase | debido a que los cromosomas tendian a la aglutinacion en la
placa ecuatorial, haciendo dificil la identificacion de los tipos de apareamientos,

por lo cual solamente se contabilizaron células en diacinesis.

Analisis Mitotico

El estudio de andlisis en mitosis se realizO con 250 semillas que fueron
recolectadas de cinco plantas ubicadas en la misma localidad. La técnica de
preparacién de cromosomas mitoticos se basé en el protocolo propuesto por
Jewell e Islam (1994). La semilla fue esterilizada con hipoclorito de sodio al 1%
y posteriormente se colocO en papel filtro humedecido dentro de una caja de
Petri y se incubd en una camara de crecimiento a 26 °C hasta obtener
meristemos apicales de 1 cm de tamafo. Se cortaron las raices cuando median
aproximadamente 2 cm y los cortes se realizaron a distintos horarios, y se
obtuvo un mayor éxito a las 9:30 de la mafana. Los meristemos fueron
pretratados con 8-hidroxiquinoleina durante 3:30 horas a una temperatura de 24
a 26 °C para arrestar células en metafase, después fueron fijadas en una
solucién Farmer (de etanol al 96° y acido acético 3:1 v/v) durante 24 horas.
Posteriormente los apices radiculares se sacaron del fijador y se enjuagaron 2
veces con agua destilada y se dejaron reposar 30 minutos. Una vez transcurrido
ese tiempo se volvieron a enjuagar y se dejaron reposar 30 minutos de nueva
cuenta. Transcurrido el tiempo de reposo se sometieron a hidrolisis con acido
clorhidrico 0.1 N durante 10 minutos. De nueva cuenta se enjuagaron 2 veces y
se dejaron otra vez reposar en agua destilada durante 30 minutos. Se quit6 el
agua y se colocd en buffer de citratos durante 30 minutos. Este buffer fue
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preparado diluyendo en 100 ml de agua destilada, 1.47 gr de citrato H,O de
sodio y 1.05 gr de acido citrico monohidratado y posteriormente se afor6 a 500
ml. En seguida se trataron bajo incubacion con las enzimas pectoliasa y
celulasa en bafio Maria a 37°C durante 50 minutos. La preparacion de las
enzimas consistio en diluir 0.5 gr de celulasa en 10 ml de buffer de citratos y 0.1

gr de pectoliasa diluida en 10 ml de buffer de citratos.

Después del tratamiento los meristemos fueron extendidos en portaobjetos. Los
cromosomas fueron tefiidos con colorante carmin al 1%, y fueron analizados en
el microscopio acoplado a un sistema de codmputo con software para andlisis de

imagenes.

Estudio Poblacional

El estudio cromosémico fue complementado mediante el estudio poblacional de
frecuencias de machos y hembras en las localidades del estado de Coahuila:
Buenavista, Cafibn de San Lorenzo, San Miguel y General Cepeda, y en la
localidad de Providencia del estado de  Zacatecas. Se seleccionaron
poblaciones que contaran con escapos florales que permitieran su identificacion
sexual. Una vez seleccionadas las poblaciones se etiquetaron de plantas y se
registrd el sexo, numero de cabezas, sus coordenadas con un GPS y numero

de escapos. Los datos fueron almacenados en una hoja de calculo.

Los datos obtenidos de cada poblacién fueron sometidos a la prueba estadistica
de z con la intencion de comparar estadisticamente las proporciones de los

sexos. Para esto se plante6 que la hipétesis nula sera que la proporcién
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poblacional de machos y hembras es 1:1. Si se rechaza la hipétesis nula esto
representaria inconsistencia de proporciones entre localidades indicando la
posibilidad de otro tipo de determinaciéon del sexo, o bien la presencia de

efectos ambientales.

Para el andlisis de los datos a cada poblacion se realiz6 una prueba de dos
colas sobre proporcion de sexos proponiendo que la hipotesis nula sera de una
proporcion de machos y hembras cercana a 1:1. Esto se evalué a través de la

prueba estadistica de z la cual se define a continuacion:

Nuestra hipotesis nula de la prueba de dos colas de la proporcién de la

poblacion se expresa de la siguiente manera:
P = Po
Donde Py es el valor hipotético de la proporcién verdadera de la poblacion.

La prueba de z se define en términos de la proporcion de la muestra y el

tamafo de la muestra como se muestra a continuacion:

P-P,
JP@=P,)/n

~—

De esta manera la hip6tesis nula de la prueba de dos colas se rechaza si
z<-7,, 0 227,,,donde z,, es del 100 (1—a) percentil de la distribuciéon

estandar.
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Para realizar la prueba de z se utilizd el lenguaje y ambiente para coémputo
estadistico R. Aplicado la funciéon de prop.test para calcular el valor de p

directamente. A continuaciéon se muestra el comando utilizado:

prop.test (x, n, p = 0,5, correct = FALSE)

Donde:

X es el numero de machos

n es el tamano de muestra

p es la proporcion esperada de machos
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis Meidtico
En las 16 plantas analizadas se puso de manifiesto en la meiosis un
comportamiento cromosomico diploide con apareamiento regular. Se observo
tipicamente durante la diacinesis la formacion de 19 configuraciones bivalentes,
igual a la mitad del nimero somatico de cromosomas reportado para otras
especies de Dasylirion, por lo cual se mantiene la consistencia de numero
cromosomico 2n = 38 dentro del género (Figura 3A). En el Cuadro 1 se
presentan, los promedios de configuraciones meidticas bivalentes en 78
meiocitos analizados en diacinesis, donde se aprecia una prevalencia de los

anillos bivalentes, asi como la consistencia en el nimero de 19 configuraciones.
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Figura 4. 1 Microfotografias de células meiéticas de D. cedrosanum. A.
Célula en diacinesis con 19 configuraciones compuestas por 15 anillos y 4
cadenas. bivalentes. B. Célula en metafase | en la cual se observa un par
de cromosomas univalentes.

Cuadro 4. 1 Valores medios de frecuencias de configuraciones en
diacinesis de D. cedrosanum efectuado en plantas de sotol. RIl = anillos
bivalentes; CIl = cadenas bivalentes.

Configuraciones

Planta Meiocitos analizados RII Cll Total

2011-32-1 5 145 4.4 19
2011-14-4 5 13.4 5.6 19
2011-21 10 16.5 2.5 19
2011-16-2 5 154 3.6 19
2011-39-2 5 14.6 3.8 19
2011-12-03 4 14 5 19
2011-2 5 14.8 4.2 19
2011-17-2 1 16 3 19
2011-8 5 16 3 19
2011-9 5 16.6 24 19
2011-26 5 15.8 3.2 19
2011-17-3 5 13.6 5.4 19
2011-15 5 16.8 2.2 19
2011-14-3 4 13.5 5.75 19
2011-17-1 5 16.6 24 19
2011-17-2 4 16.5 2.5 19

Total 78 15.3 3.7 19
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Sobresale el hecho de que en todos los casos analizados de células en
diacinesis se manifiesta una segregacion balanceada, sin presencia de
univalentes o multivalentes. Ademas, todos los apareamientos cromosoémicos
tuvieron una apariencia simétrica, lo que apunta hacia la ausencia de
heteromorfismo cromosémico en la determinacion del sexo. En raras ocasiones

se observaron univalentes en metafase | (Figura 3B).

Los cromosomas meidticos presentaron un tamafio que oscilé entre 3.22 um 'y
8.9 um a partir de mediciones tomadas a tres diferentes células (Cuadro 2). Las
mediciones tomadas en cada célula se estandarizaron con su respectiva media.
Posteriormente se agruparon y se visualizd su distribucion con un histograma
de frecuencias (Figura 4). Se observa una alta frecuencia de cromosomas
pequefios (3 a 5 pm), seguida de una menor frecuencia de cromosomas

medianos y grandes (mayor de 5 um).
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Cuadro 4. 2 Resultados de las mediciones realizadas en micras a tres
células en diacinesis y sus respectivas medias.

Célulal Célula2 Célula3

3.87 4.48 3.47
4.49 4.7 4.59
4.23 4.01 7
4.07 4.41 6.49
4.07 3.27 5.65
3.69 7.23 5.04
3.77 7.85 4.17
3.49 4.98 4.14
3.22 7.08 5.04
6.14 3.72 8.9
5 4.5 411
3.3 3.81 3.18
3.72 3.93 3.62
4.34 3.62 3.93
6.64 3.74 4.16
3.58 3.99 3.49
3.61 4.91 5.26
4.41 3.69 4.2
4.05 3.65 4.32

4.1942 4.6089 4.7768
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Figura 4. 2 Histograma de mediciones de cromosomas en diacinesis de D.
cedrosanum.

Analisis Mitético

El analisis de cromosomas en metafase mitética se realizé para confirmar el
namero cromosémico observado en meiosis. En 25 células de cinco plantas
diferentes se observd consistentemente nimero cromosémico 2n = 38 (Figura
5), lo cual confirma los resultados del analisis meiético. Los cromosomas en
metafase mitética revelaron una alta variacion en morfologia y tamafio dentro
de las células, con tipos que variaron de submetacéntrico a subtelocéntrico. En
el Cuadro 3 se muestran las mediciones ordenadas de menor a mayor de 38

cromosomas de una célula en metafase mitética, donde se aprecia la variacion
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en los tamanos de los cromdsomas. El mas pequefio observado midié 1.45 pum

y el mas grande fue de 5.88 um. Esta variacion de tamafio hace factible la

construccion de un cariotipo.

Cuadro 4. 3 Resultados de las mediciones realizadas a una célula en

metafase mitdtica expresadas en micras.

1.45
1.67
1.75
1.77
1.8
1.83
1.85
1.94
1.98
1.99
2.03
2.06
2.08
2.1
2.14
2.17
2.17
2.21
2.21

2.23
2.24
2.28
2.28
2.29
2.45
2.46
2.52
2.58
2.6
3.06
3.45
3.91
4.02
4.09
4.54
5.1
5.39
5.88
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Figura 4. 3 Célula de D. cedrosanum en metafase mitética

Estudio Poblacional

En el caso del estudio poblacional a cada poblaciéon que fue seleccionada se
etiquetaron y registraron los sexos de las plantas. En el Cuadro 4 se anotan los
resultados del registro de los sexos de las 5 poblaciones y en el Cuadro 5 se
muestran las coordenadas y altitudes de las localidades. Come se aprecia en
los datos registrados hay una tendencia de menor cantidad de plantas macho
con respecto a las hembras y tenemos un caso extremo que es la poblacion de
General Cepeda que cuenta con solo 8 plantas macho con respecto a las 66

hembras.
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Cuadro 4. 4 Resultados de la identificacion de sexos en las cinco
poblaciones estudiadas. Arriba de la diagonal se anotan los valores
absolutos, mientras que abajo de la diagonal se muestran los valores

porcentuales.

L San San Miguel General Buenavista Providencia Totales
orenzo Cepeda
Machos 6/32 44/46 8/11 49/43 32/36 139/26
Hembras 13/68 52/54 66/89 66/57 66/74 387/74
Totales 19 96 74 115 89 526
Cuadro 4. 5 Coordenadas de las cinco localidades estudiadas.
Localidades Latitud Longitud Altitud (m)
San Lorenzo 25°20.195" 100°59.158° 1966
San Miguel 25°35.581" 101°5.607" 1366
General
Cepeda 25°19.696° 101°42.756" 1820
Buenavista 25°20.947 101°1.669" 1786
Providencia 24°42 .99 101°30.116° 1970

La localidad del Cafidbn de San Lorenzo, Coah., se selecciond por contar con

una poblacién de sotol poco accesible lo que nos daba motivos para pensar

gue no habia sido alterada por los productores de sotol. Como se observa en el

cuadro 4 fueron encontradas pocas plantas con escapos florales y fue menor el

namero de macho. En la Figura 6 se aprecia la zona que se escogié para el

estudio asi como también la ubicacién de las plantas etiquetadas.
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Google earth

Figura 4. 4 Imagen satelital de la poblacién ubicada en el Cafion de San
Lorenzo, Coahuila. Los puntos rojos representan las plantas hembras y
los puntos verdes los machos.

La poblacion que se encuentra localizada en San Miguel, Coah., se caracteriz6
por lo homogeneidad de la distribucién del sexo de las plantas y aunque en
esta poblacion también hubo una menor cantidad de machos con respecto a las
hembras la diferencia fue solo de 8 plantas. En el momento de contabilizar los
sexos de las plantas la poblacion contaba con escapos florales recién

emergidos. En la Figura 7 se observa la zona donde se etiquetaron las plantas.
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Figura 4. 5 Imagen satelital de la poblacion ubicada San Miguel, Coahuila.
Los puntos rojos representan las plantas hembras y los puntos verdes los
machos.

La localidad que se encuentra General Cepeda, Coah., presentdé la mayor
diferencia entre plantas machos y hembras, y se caracterizé por ser la
poblacion con la menor cantidad de escapos florales masculinos. Una
observacion que se debe considera sobre esta poblaciéon fue que en el
momento que se registraron los sexos los escapos florales llevaban
aproximadamente un afio de haber emergido, lo cual podria ser la explicacion a
la menor cantidad de macho. En la Figura 8 se observa el sitio donde se

etiquetaron las plantas.
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Figura 4. 6 Imagen satelital de la poblacién ubicada General Cepeda,
Coahuila. Los puntos rojos representan las plantas hembras y los puntos
verdes los machos.

En la localidad ubicada en Buenavista, Coah., se encuentra la poblacion a la
qgue se le realizaron visitas mas frecuentes, debido a esto se realiz6 en mejor
momento la identificacion del sexo de las plantas. También es la poblacién con
mayor numero de plantas registradas y fue la que se monitoredé mejor evitando
que fueran extraidas o dafiadas las plantas. En la Figura 9 se aprecia la

ubicacion de las plantas etiquetadas.
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Figura 4. 7 Imagen satelital de la poblacion ubicada en Saltillo, Coahuila.
Los puntos rojos representan las plantas hembras y los puntos verdes los
machos.

Por ultimo la poblacion de Providencia localidad en el estado de Zacatecas fue
la segunda poblacién con menor nimero de machos aunque presento una
distribucion de las plantas homogénea. Una de las caracteristicas de esta
poblacién fue el hecho de que las inflorescencias de las plantas no eran de
nuevas sino que del afo anterior, observandose los escapos secos y en
algunos casos caidos. En la Figura 10 se aprecia una foto satelital del lugar

seleccionado y de las plantas etiquetadas.
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Figura 4. 8 Imagen satelital de la poblacion ubicada en Providencia,
Zacatecas. Los puntos rojos representan las plantas hembras y los puntos
verdes los machos.

En la Figura 11 se realiza una comparacion de los porcentajes de machos de
cada localidad. Se aprecia que ninguna poblacion tuvo un porcentaje mayor de
plantas macho con respecto a las hembras. La poblaciéon de San Miguel (MS)
con un 45.8% de machos fue la mas alta, seguida de la poblacion de
Buenavista (B) con un valor de 42.6%. En las poblaciones de San Lorenzo (SL)
y Providencia (PR) se registraron porcentajes de machos de 31.5% y 35.9%,
respectivamente, resultados ligeramente alejados de las proporcion 1:1. En la
poblacién de General Cepeda (GC) como ya se mencioné obtuvo un porcentaje
de machos muy bajo, con un valor de 10.8%, con lo cual se aleja mucho de la

proporcion 1:1 y de las otras poblaciones.
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Figura 4. 9 Comparacion de proporcion de machos por localidad. Las
proporciones de machos fueron las siguientes: San Lorenzo (SL) 32%,
San Miguel (SM) 46%, General Cepeda (GC) 11%, Buenavista (B) 43 % vy
Providencia (PR) 36%.

En la localidad del cafién de San Lorenzo la prueba de z arroj6 un valor p =
0.1083, con lo cual no se rechaza la proporcién de sexos 1:1. En el caso de la
localidad de San Miguel la prueba estadistica di6 un valor de p de 0.4142 por lo
cual tampoco se rechaza la hipétesis nula. Para la localidad de General Cepeda
hay argumentos para rechazar la proporcion 1:1, ya que la prueba estadistica
presenté un valor de p de 1.558 x 10 ** muy por debajo de nuestro valor de alfa
de 0.05. En el caso de la poblacién de Buenavista no se rechaza la hipotesis
nula, ya que la prueba estadistica dio un resultado de p = 0.1129. Por ultimo
en, la localidad de Providencia se rechaza la proporcion 1:1 con valor de p =

0.008049.
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Por ultimo se agruparon las poblaciones de San Miguel y Saltillo para realizar la
prueba de z. Se seleccionaron estas poblaciones debido a que en las plantas
macho contaban con polen y las plantas hembras con semillas, por lo tanto sus
escapos eran jovenes. Para el agrupamiento de las dos poblaciones la prueba
de z nos dio un valor de p de 0.09849 superior al valor de alfa por tanto nuestra

hip6tesis nula no se rechaza.

El hecho de que no en todas las poblaciones se aprobara la hipétesis nula

sugiere diferentes explicaciones posibles:

1. El mecanismo genético de la determinacién del sexo en sotol no es del
tipo XY como el observado en mamiferos placentarios y dipteros, asi
como en algunas plantas.

2. Aunque la determinacion sea genética con proporciones esperadas 1:1,
existe un mecanismo de seleccién que origina un sesgo en la proporcion
de sexos en plantas adultas.

3. La expresion sexual estad influenciada por variables ambientales
enddgenas y exogenas.

4. Hay error en los conteos cuando los escapos no son jovenes, debido a
una permanencia diferencial de los escapos secos entre plantas.

5. Aparicibn mas temprana de escapos en plantas estaminadas, con

desaparicion prematura de los mismos.
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La desviacion en la proporcion sexual en dos de las cinco poblaciones junto con
la proporcion estimada de machos del conjunto de todas las poblaciones fue
menor al 50% esto nos permite suponer la presencia de algin mecanismo
genético que favorezca a la mayor cantidad de plantas hembra provocando
proporciones lejanas a 1:1 como fue la proporcion global de hembras del 74 %.
Es conveniente mencionar que en dos poblaciones fueron tomados los datos
con escapos florales que florecieron un afio antes por lo que esto podria haber
sesgado los resultados a favor da las hembras. Para descartar otras
posibilidades se recomienda en futuros estudios realizar la toma de datos
cuando las poblaciones tienen escapos jovenes y facilmente diferenciables,
también se aconseja tomar registro de las variables ambientales como radiacion
solar, humedad relativa, etc. que nos permita relacionar las variables

ambientales con los sexos.
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V. CONCLUSIONES

Los analisis mitéticos y meidticos revelan un niumero cromosomico 2n = 38 para
la especie Dasylirion cedrosanum, el cual es consistente con las observaciones
previas en otras dos especies del mismo género. El apareamiento normal
bivalente observado en la mayoria de las células analizadas indica que es una
especie con una segregacion cromosomica regular tipo diploide. La simetria de
las configuraciones sugiere la ausencia de un posible heteromorfismo
cromosomico en la determinacion del sexo. En las células en metafase mitotica
se observé una gran variacion en tamafio y posicion del centromero entre
cromosomas, por lo cual es factible la construccion de un ideotipo cromosémico

del sotol en estudios posteriores.

El estudio poblacional presenté sesgo significativo hacia un exceso de hembras
con respecto a una proporcion 1:1 para dos localidades. No obstante, en el
resto de los sitios la proporcion estimada de machos fue también menor al 50%,
con una proporcion global de 26 %. Se postula la presencia de algun

mecanismo genético, selectivo o0 ambiental que sesga las frecuencias de sexos.
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