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ABSTRACT

Caryological and iscenzimatic analyses OB three species of =~
the Genus Zephywanthes, nemely Zephvranthes rosea Lindl, Ze-
ub %d %

ghganthes puertorricensis ‘Mg Zephyranthes citrina —
Bakey, wore stidied,

iIn order to determine cromosome nurbers, samples of ten — -
¢ells pér species were Selected, measures of Chromosomes = =
were made in order to determine total length of the comple—
ments, +the variation range, the gradient index, and the in—-
termediate lenght of the chrompsomes.

Chromosomes numbers were determined for each specie baeng -
Zephyranthes posea Lindl, 2n = 27 ; Zephyranthes puertorrie =
censis Traudb, 2n = 26; and Zephyran 188 citrina Baker, 2n=47.

Electrophoratic analyses were made for peroxidase isoenzymes,
bifferences were observed in the patterns of the three spe—

cies. Zephyranthes puertorricensis Traub showed three bandss
Zephyrantes rocea Lindi, one band; and Zephyranthes citrina—
BE.Eer, one band,

Motilities were difPerent in the patterns of the three spe—
cieg,




RESUMEN

Se procedid a estudiar tres especles pertenccientes al Géne—
ro Zephyranthes desde el punto de vista carioldgico e isoen—
zimético, siendo &stas: Zephyrantes rosea Lindl (bruja rosa—
da), Zephyranthes puertorricensis Traub (bruja blanca) y Ze-
phyranthes citrina Baker (bruja amarilla).

Para determinar sus nfimercs cromosémicos se seleccionaron —
diez células de cada especie; se realizaron las mediciones —
de los cromosomas con vista a determinar las loagitudes to—-—
tales de los complementos, los rangos de variacién, los f{n—
dices de gradientes y los tamafios intermedios de 108 cromo=—
somas., $e procedif también a confeccionar los idiogramas de
las mismas. Se determind que 10s nGmeros cromosbmicos sons—

para ZeEhy;anthes rogea Lindl 2n=07. Zechvranthes puerto— —
rricensis Traub 2n=26 y Zephyranthes citrina Baker onog7,

8¢ realizaron los anflisis electroforéticas para las isoen——

zimas perfixidasas, encontrindose diferencias en los patrones

de bandas de las itres especies. Zephyranthes pnertorricen—-

sis Traub presenta tres bandas, Zephyranthes rosea 1indi una
er una bandaj

banda v Zephyrantes citrina Bak los patrones de
cada taxOm poseen moviiidades diferentes.,

INTRODUCCION -

Nuestro estudio se ha basado en tres especies pertene~—
cientes al Género Zephyranthes y que son comfinmante conoci—-—
das en Cuba por el nombre de Brujitas, Ellas sons Zephyran—

thes puertorricensis Traub (bruja blanca) oriunda de América

tropical, Zephyranthes gitrina Barker (bruja amarilla) ~———
oriunda de Guvana y Zephvranthes rosea Lindl (bruja rosada)
endémica de cuba (Hnb, Loigier, 1974).

La clasificacién taxonémica del @énero Zephyranthes esg
(Takhtajan, 1964)
Sub Reinc: Telemobionta
Divisiény Magnoliophyta
Sub PDivisién: Magnolicae
Clase:; Liliatae
8ub Clase: Iiliiadae
Suparorden; Liliatae
Orden: Liliales
Familias Amaryllidaceae
Sub Familia: Amaryiiidoideae
Tribut Amaryliideae
Género: Zephyranthes

La familia Amaryllidaceae se caracteriza por poseexr — —
bulbos, un escapo Floral cuya longitud varfa, ovavie {nfero,
semillas numerosas (Hno, Ledn, 1946).
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Para esta familia se reporta 1a Presencia de un payr —-
de satélites, algunos com una Pequefla cantidad de cromating=
unida al cromosoma. Dentro de esta familia, 1a polipioidfa ha
sido muy combn; 1a aneuploidia en egpecies de cariotipos = ~
inestables, inciluye alteraciones cariotfpicas, tales comg —
duplicaciones, translocaciones, fusién, Pragmentacidn ¥y eli-
minacién (sats, 1938).

El Género Zephyranthes fue nombrado en 1821 por Herb,-
Posee hojas estrechas, lineales y planas, Buibos tfinicados,
Pedfinculo largo, d&bil ¥y hueco. FHapata mevbranosa, tubnlar
en la mitad inferior, bffeda en e épices Flores blancas, w
amarillas o rojas. Periantio en forma de embudo, erecto o -
ligeramente inclinado. Tubo corto o elongado. Ovario trd—
loewlado. Semillas negruzcas (Hno. Le6n, 1946). Con pela—
cién al afimero cromosbimico se ha yeportado para este G8nepo=
un nfinero bésico de x=6. Dentro del Género se presentan ea-
pecies cuyos nfméros diploides varian, como en el caso dey -
2, candida (2n=38+2 cromosomas Supernumerarios), Mg,lu_us;té—
(2n<12), Z._ tavhentsi (n-12), 2z, texana (an=24) (saté, 12938)

Y Z._carinata (2n=48) (race, 1913),

Barley en 1937 piantea que el Gé&nero Zephyranthes puede
ser dividido en tres seccionesg atendiendo al color de 1lag =
flores.

Yosteriormente el Hno., Lefn an 1946 no plantea ninguna—
divisiftn dentro del Género para la clasificacién que »earizé
de las especies pregsentes en Cuba,

El @énero Zephyranthes posee unas 34 espevies propias -
de las regiones tropicales y subtropicales (Baker, 1888).

El Gfnero Zephyranthes se dividis en tres sub GSnerps —
que 3on: Zephyranthes proper, Zephyrites y Pyrolirion.

Bl sub Gfnero Zephyranthes proper pregenta flores = ——
erectas, tunbo corto, estambres insertos cerca del cuello, —
Zephyrites tiene Plores alge inclinadas, tubo corto, estam—
bres ingertados cerca de sy cuello, estilo mfs inclinade que
los otros dos sub Géneros, El sub Género Pyrolirion posee -
flores erectag, tubo largo, dilatado en 1a superior y estam—
bres insertados en la povcién media del tubo periantal (Ba-—
ker, 1888).



El estudio de la especiacién a través del anflisis dei-
cariotipo nos brinda una idea del grado de alteracién cromo-
sémica, asf como una ayuda para tragar el cursc de diferen——
clacién cariolfgica entre las especies; esto ayuda a escla—
recer la historia evolutiva de las mismas,

Stebbins en 1950 planteb que las variaciones hepedsbles
morfolbgicas y Fisiolégicas, son preservadas en la poblacién
como una propiedad esencial de las especies, las cuales se -
encuentran en un &rea geogréfica dada y crecen en difepentes
hebitat. Estas variaciones pueden incrementarse espontinea—
mente por alteraciones cromosémicas durante sucesivas gene—
raciones, dando como consecuenclia el establecimiento de nye-—-
vos cariotipos. Al actuar la seleccidén natural en estas po—
blaciones, estos cariotipos pueden ser gseleccionados a favoy
siempre que tengan un valor adaptativo mayor gue los camio-w-
tipos originales {Tanaka, 1969).

Asimismo las diferentes especies o variedades pertena==
cientes a un Génerc pueden presentar polimorfismo en log ~ ~
distintos sistemas enzimiticos que intervienen en los dife—
rentes procesos bioquimicos, lo que ayndarfa a establecer —
mediante anflisis electroforético de iscenzimas, una clasi—
ficacidén taxonSmica mis acertada,

El hecho de que diferentes formas molecwlares de enzi—
mas, lags cuales catalizan una misma reaccién pueden presen-—-
tarse en un mismo organismo, tiene una gran importancia con—
relacibn a la interpretacién de muchos fenbmenos biolbgicos—
tales como la diferenciacibn celular, el desarrollo ontoge-—-
nético y la evoluciédn (Brawer, 1970).

Con nuestro trabajo, tratamos de brindar una ayuda al -
establecimiento de 1as posibles relaciones existentes entre—
estas tres especies del Género Zephyranthes, en la labor de~
clasificacién e interpretacién evolutiva de agquellos grupos-—
de plantas que pueden presentar problemas para su clasifica-
cibn,

MATERTALES Y METODOS

Las plantas utilizadas en este trabajo, fueron colecta-
das en jardines de las poblaciones del Vedado, Marianao, Cu~
banacén, Cotorro y San Nicolds de Bari, en la provincia de —
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La Habana, Posterlormente fueron sembradas en cantercg del=-
Jardin Botfnico Nacional para sy mantenciéa vy estudio. Para
Auestro trzbajo se seleccionaron aldedop de 100 plantas pon~
cada egpecie,

Técnicag Citoldgicas. Estudio de Los cariotipos

Para 1a observacién 'y estudio de los capriotipos, se ge=
leccionaron rafces jévenes las cuales fueron colocadas en =
una soiucién saturada de 1-Bromonaftaleno durante 20 horas ~
¥y a una temperatura de 3°C, para proceder asi a su Pretrata=
miento. Posteriormente las rafces 2ueron lavades en agua =
destilada, secadas e hidrolisadas en HC1 1N durante 15 minn-
tos a 60%, a1 cabo de este tlempo se colocaron en leuco— ~
fuseina basica (Reactivo de Schiff) en la oscuridad hasta —
que los dpices de las.rafces tomaron una coloracidn plrpura~
intensa,

Para 1a observacifn a1l microscopio, las preparaciones —
fueron realizadas con aceto—carmin como colorante y utiii- -
zando la técnica del squach.

En 1a confeceibn de los idiogramas se utilizaron iag -
células selecclonadas, las cuales Pueron retratadas en un —
microgeopio Leitz modelo Ortholux con cémara fotogrifica mo-
delo Orthomar. La lente de 1a cimara pogefa un odular de —
10X. Las lentes objetivas Pueron PL., E1 objetivo utilizado
para tomar la fotograffa y hacer las mediciones con el mi= -
crometro fue de 40X. S8e utilizé la petrfcula negativa marcag-
Orwo tipo NF-15. Las impresiones se hicieron en papel, Poto~
grafico Xodax Polyvontranat-@, utilizfndose una ampliadora =
marca Iurst modelo Labor=l 000,

Para la confececibn de los idiogramas se procedié a pa—
cortar los cromosomas y colocardos en hojas de papel blanco—
con 1fneas trazadas en negro, de acuerdo a la posicidn det -~
centrémero y al tamafio de loc mismog, siendo el orden de — —
mayor a menor

Téonicas iscenziméticas

Para los anflisis isoenziméticos se seleccionaron hojas
enteras las cuales fueron mantenidas a =15°C durante dog ~ -
dfaa, Posteriormente se pracedid a macerarlas en un mortero,
affadiéndole 6 gotas de una solucién de sacarpsa a1 20%. Eg-



tos extractos fueron filtrados en una tela de gasa y luego =
centrifugados a 20 000.xpm durante 10 minutos, guardindose —
en frascos de cristal a ~15°C durante 24 horas,

Las corridas electrofor&ticas Pueron realizadas en un—
sistema de buffer discontinuos ¥y gel de acrilamida, utili~ =
zéndose el modelo de aparato simplificado de corrida en 18—
mina vertical (Chapel et a1, 1974).

El gel de compactacién fue Preparado a una concentra- ~
cibn del 5% de Cyanogum~41 en un buffer Tris-ClH 0,1M de =
PH=6,7: el gel de meparacidn fue de una concentracién de = -
8,5% en un buffer de Tris-ClH 045M de pH=8,9. Para los com-
partimentos de los electrodos se utilizé el buffer Trig—Clp-
0,044 de pH=8,3; a este buffer se 1le agregb 0,05 ml de una ~
solucifén de bromo fenol azul para la mejor cbservacién de 1a
banda de Xohlrausch,

Para la determinacidn de las isoenzimaz peroxidasas, el
gel de separacidn fue hecho con 1,43 g de acrilamida y = —
9,08 ¢ de MN'-metilembisacriiamida a completar 100 ml con =
gel de separacién de B,5%. Ei tiempo de corrida Pue de ~ —
3 horas a 40 miiiamperes,

La tincidn se efectlo con 2 g de bencidina disueltos en
10 mi de &cido acético glacial ¥ completar a 100 ml con agua
destilada. Esta solucifn fue mezelada con otra de agua oxi-
genada de 50 volfimenes ai 1%. EL tiempo de tincidn fue de —
un minuto, lavindose posteriormente el gel en agua destilada
y monteniéndosc en una solucdon al 10 de-&vide acltico - —
glacial.

El patrén de banda (Zimograma) Pue realizado en papel —
milimetrado, tomando como moviliidag 1,0 1a corrida de 1a — -
banda comfin a Z. puertormicensis Tpaub ¥ a Z. citrina Baker,
realizindose las conversiones necesarias para determinar la~
movilidad del resto de las bandas, Los geles fueron foto- =
grafiados mediante e) sistemz Taucolll de la ampiiadora = —
burst, modelo Labor-1000 cor una clmara Xiey 4M ¥y utilizan=——
do 1a pelfcula negativa marca Orwo modelo NP-20. EJ. zimo= -~
grama fue yetratado utilizéndose la misma chmara Potogréfica
¥y pelicula negativa,




Métodos eatadisticos,

Para procesar los datos, se utilizéd una computadora mo-—
delo CID~201~-A de fabricacién cubana, usé&ndose programas es—
critos en lenguaje Leal. Ila computadora se encuentra en el-
Centro de Cllculo de la Facultad de Ciencias Exactas de la —
Universidad de la Habana,

La hipltesis de las mediag iguales se contrastéd utili--—
zando el método del anflisis de varlanza segfn Dixon y Mas—
sey (1965). Este contvagte se hizo para las medias de 10 —
cflulas de la misma especie en el caso de %, rosea Lindl y-
Z. puertorricensis Traub y de 9 célulag para Zy <itrina Ba~
kear para la varisble longitud total del complemento cromosé—
mico, as{ como para las media de las tras especies para la =
misma variable.

Fl nivel de significacidn utilizads en ios contrastes -
Fue del 5%, construyéndose regiones de rechazo de acuerdo a-
los grados de libertad particulares Para entre grupos y - —
error en cada anilisis,

En los casos en que se obtuve una diferetcia signifi—
cativa en el anilisis de varianza, se Qompararon todas las -
wedias por pares wutiliz&ndose para el contraste de lag hipé-~
tesis de iguaidad de media, el rango studentizado, segfln ~ -
Dixon y Massey (1965) y Snedecor {1967). Se utiliz6 esta =—
técnica, por ser mds confiable, ya que el contraste de + mo-
es vilido cuando se comparan varios pares de medias en un —
mismo problema,

RESULTADOS

Anflisis del cariotipo

Para efectuar los anflisis del cariotipo se selecciona-
ron lag células de cada espucie y se midieron los largos de—
los cromogomas hallindose de eata Porma las longitudes tota—
les de los complementos, los indices de gradiente. , los ran-
gos de medicidén y los tamafios intermedios de los cromosomas—
para cada célula (tzblas 1, 2 ¥ 3). Para determinar estos —
parémetros dentro de cada especie se promediaron las células
utilizadas, reaiizéndese posteriormehte el anfligis compara—
tivo entre las mismas.
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Zephyranthes puertoyricensis Traub

El nfinerc cromosémico de esta especie es de 2nm26 (gra-
£ico 1), La morfologia del genoma presenta dos pares de =
cromogomas metacéntricos, 10 pares de cromosomas submetac&n—
tricos y un par de cromosomas telocédntricos (Gr&fico 2), La
longitud total promedio del complemento es de 187,6 micrag;-
€l valor medio del tamaflo de los cromosomas es de 7,8138 —
micras; el rango total de longitud de los cromesomas as de -
3,0 a 12,0 micras; el Indice de gvadiente promaedio es de - ~
0,51 micras, lo que nos indica que el cariotipo es bastante—
asimétrico (Tabla 4). En 1a fotograffa del idiograma puede-
obaervarse en uno de Las pares submetac&ntricos la presencia
de una posible translocacién (grafico 2).

Zephyranthes citrina Baker
Esta especie presenta un nbmero cromosémico de. IN=g7 -

{er&fico 3)., E1 cariotipo presenta 5 pares de cromosomas ——
matacéntricos y 18 pares + 1 cromosomas submetacéntricos w —
(Grafico 4). La longitud total promedio del complemento es-—
de 248,7 micrag; el valor medic del tamaflo de los ¢romosomas
es de 5,5164 micras; el rango total de longitud es de 2,0 a-
10,5 micrag; el indice de gradiente rromedio es de 0,38 mi—
Cras o sea que es un cariotipo pricticamente asimétrico = —
{Tabla 4)

Zephvranthes rosea Lindl

Esta especie presenta un n(mero cromosémico de N=37 v~
(Leal ¥ s&nchez, 1972) (Gr&Pico 5). TPosee tres pares de — -
ceromogomas metacdntricos, 9 pares + 1 cromosoma submetagén—
trico ¥ un par de ercmosomas telocéntrices. bn el primer —
par metacéntrico gg obgerva la presencia de una posible -
translocacién (G@r&fico 6)}. La longitnd total promadic = -
del compiemento ea de 127,4 micras; el tamafio promedio de ——
los cromosomas es de 4,7208 micras; el rango total de longi-
tud es de 2,0 a 12,0 micras; el fndice de gradliente proma-
dio es de 0,28 micras, 0 sea que este cariotipo al igual que
ocurre don Z, Citrina paker es préeticamente asimétrico - —
(Tabla 4}.

Andlisis comparativo de los cariotipos
. En 1os anflisia estadfsticos se demostrd que existe una
daiferencia significativa notable entre estas tres egpecies =
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pertenecientes al Género Zephyranthes en cuanto a lLas longi-
tudes totales de los complementos (Tabla 5), asf{ como tma ——
evidente variabilidad genética dentro de lag mismas, ya que-
los cilculos egtimados arrojan diferenciag signifieativas —
entre las células tomadas de cada especle para este mismo ——
rardmetro (Tabia 6)

Anfligis iscenzimftico

1os patrones de bandas obtenidos en lag corridas eleg~—
troforéticas, muestran diferencias entre las treg especies -
<on relacibn a las lsoenzimas peroxidagas (GréPico 7),

En el anflisis del gel, g, puertorricensig Traub pre-—
senta tres bandas cuyas movilidades son 0,5 1,0 ¥ 3,7 unida-
des. Z. citrina Baker solamente Presenta una banda de movi—
lidad igual a 1,0 unidades, Con reiacién a Z._rogea Lindl,~
ésta 36lo pregsenta una banda a wna movilidad de 0,6 unidades
(ordfico 8). Bs de seffarar que en corridas electroforéticas
realizadas a 40 miliamperes pero con un tiempo de duracién -
de 5 horas, se presenta en Z. citrina Baker dos bandas muy
cercanas una de la otra v en Zs_rosea Lindl se observa una—
banda répida cuya movilidad es de 3 +7 unidades al igual que~

1a que se presenta en Z. puertorrvicensis Traub.

En el zimograma (Diagrama 1) puede chservarse en forma—
grafica las distintas posiciones relativas de las bandas eg-
tablecidas para las tres especies,

DISCUSION

Andilsis del cariotipo

Como puede apreciarse en las Tablas 4y 7 v apartiv =
del andlisis comparativo entre los cariotipos, estas tres —
taxas se diferencian significativamente ¢on respectd a la ——
longitud total de los complementos cromosémicos. Son eyi~ —
dentes las diferencias en el resto de 10s parfmetros ‘anali---
zados; por su nfmevro cromosémico las tres taxas pavecen -~ -
haber tenido un origen poliploide {stebbins, 1971), mos— —
trando Z, citwina Baker un rivel de ploidia considerablemen~
te mds alto que las otras dos taxas. Satd (1938) prantea —
un n@mero basico para el Género de x=6; en base a €llg - ——




Z._Puertormicensis mraub (an=26) y 2. rosea Lindl {an=07) —
pueden haber tenido un origen tetraploide,

4hora bien si analizamos detenidamente los idiagramas,-
podemos ver que cada umo de ello es tipico de un halopoli-~ =
ploide segmental, por no ger posible constituir grupos de 4-
eromosemas con todos los miembros del complemento. La hi= -
bridacién que dio corigen a estas taxas pude haber sido entre
eapecies con diferencias en el complemento, tanto en nfimero—
come en estructura. Se hace avidente en los idiogramas la =~
presencila de cambios estructurales en alguncs de 1los miem—~ =
bros del complemento ciomosémicos de Z. rosea Lindl y Z. puen
torricensis Trauvk, 2. cittina Baker podria ser un autoha=—-
lopolipioide, o sea, haberse originado mediante halopoliplo=
dfa segmental sufriendo un cicio pogterior de autoduplica=— -
cién del genomio tetrapiaide hibrido. E1 idiograma suglere—~
esa posibilidad.

Anfilisis isoenzimético

El anflisis del zimograma revela diferenciag en los pa=
trones de bandas pava las tres taxa analizadas. Debe degtaw
carse la igualdad en la movilidad de la banda de g, citrina-
Baker y la segunda banda de Zs pucrtorricensis Traub, Esto=
sugieve 1a posibilidad de que Z Duertornicensis Traub gsea —
uno de los progenitores de g, citrina Baker o que ambas ha—
yan tenido un ancestro comfin, Para agevebar esta posible
relacifn entre las taxas se hace necesario estudiar otros —
patrones isocenzimiticos, tales coms amilasas, esterasag, ca-
talasas, etc,

En base a estos estudios preliminares sugerimos que as—
tas tres taxas pueden considerarse como tres egpecies dig= -
tintas, tanto por sus diferencias cariolégicas como isoen-—
zimiticas,

Estudios posteriores de la meiosis, grado de Pertilidad
del polen, presencia o no de reproducciédn sexual, caracte— -
rdaticas morfoldgicas de las plantas y una profundlzaciédn en
el anflisis isoenzimitico, podrian revelarncs estos miembros
del Género zZaphyranthes como integrantes de un complejo agh~

mico {Grant, 1971).



CONCLUSIONES
i) Los nfimeros cromosSmicos de las especies estudiadas song

Zephyranthes mosea Lindl 2n=27, Zephyranthes puertoiri-—-—
censis Trauh 2n-26 ¥ Zephyranthes citrina Baker 2n=47,

i) 103 anflisis estadisticos demostraron que existen difa—
rencias significativas entre 1as eapecies y entre lag =
células de cada especie, 1o que evidencia una gran varla-—
bilidad.

111) E estudiv de las iscenzimas pevoxidasas mediante las co—
rridas electroforéticas, determing diferencias en los pa-
trones de banda de cada especie, en cuanto al mimero v
Pogicion de lag miemas. A tiempos de corrida mayores de 4
horas se encontraron bandas répidas comunes a Zephyran-—

thes puertorricensis Trawb y Zephyranthes rosea pina.

iv) Este anflisis preliminar nos sugiere que pueda tratarge-~
de tres especies diferentes, aunque para poder estable.
cer con mis precisién una relacidn filogenética entre —
las mismas, es necesario realizar el estudio de la meio—
sis, asi como determinar otros patrones isoenzimiticos ~
gue puedan junto con loa capacteres morfoldgicos detar——
minar una clagificacidén taxonfmica correcta,
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GRAFICO 1. Caﬁiotipo de Zephyranthes puep-
ggm;:;:elsis Traub cuyo nﬁmegoygromosﬁmgcsr -
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: Z. puertorricensis Traub.
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GRAFICO 2, Idiograma de Zeph uep=—-
torricensis Traub, P yranthes_paer



GRAFICO 3, Cariotipo de Zephyranthes ci——
trina Baker cuye nfimero cromosdmico es 2ms47,
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GRAFICO 4, Idiograma de Zephyranthes citri-
na Baker,



GRAFICO 5. Cariotipo de Zephyranthes rosea-
Lindl, cuyo nfimerc cromosbnico es 2ns27,



GRAFICO 6, Idiograma de Zephyranthes rosea -
Lindlo



GRAFICO 7, Corrida electroforética para las
isoenzimas peroxidasas.



GRAFICO 8, Corrida electroforética para las
isoenzimas peroxidasas donde se observan =
diferencias en el nfimero v posicién de las-
bandags pera Zephyranthes puertorricensis —-
Traub (B), Zephyranthes citrina Baker (A) v
Zephyranthes rosea Lindl (R)
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DIAGRAMA I
ZIMOGRAMA DE PEROXIDAS EN ZEPHYRANTHES

£ puerioiTicensis Z cifving Z roseq -
Traub Bakar Lind!,



