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Pinus hartwegii Lindley constituye una de las
especies de pinos que se presenta en el estado de
Veracruz como pequefias poblaciones disjuntas
(Styles, 1993). Esta especie tiene un gran valor des-
de el punto de vista ecolégico asi como socioeco-
némico. Al respecto Solis (1994) ha indicado que
como las poblaciones de esta especie se desarrollan
a mayores elevaciones sobre el nivel del mar, cum-
plen funciones de proteccién a otros recursos y
amortigua los efectos de contaminacién ambiental,
ademds que contribuye, como regulador del ciclo
hidroldgico producto del deshielo de los volcanes,
alimenta de agua a los mantos fredticos.

Aunque no hay evidencias que lo confirmen, se
ha observado que Pinus hartwegii resiste, satisfac-

toriamente, el efecto de incendios severos con efec-
tos catastréficos (Solis, 1994). Sumado a ello se ha
podido constatar la presencia en varias poblaciones
de esta especie en el estado de Veracruz de un bajo
porcentaje de germinacién, menor de un 50%, asi
como de un elevado porcentaje de semillas vacias,
que sobrepasa el 50% (Solis, 2002), cifras que,
probablemente, son manifestaciones del fenémeno
de depresién consanguinea, bastante comdn en
especies de coniferas (Williams y Savolaienen,
1996; Remington y O’Malley, 2000) y que estd
ocasionando una sensible disminucién en la pro-
duccién y calidad de la semilla de estas poblacio-
nes (Solis op. cit.).

Dentro de estas poblaciones afectadas se
encuentra la existente en el Parque Nacional “Cofre
de Perote” que aunque no ha sido incluida en la
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Norma Oficial de especies amenazadas (Norma
Oficial Mexicana, 2001) presenta serio deterioro en
cuanto a produccién y calidad de sus semillas.

Es por ello que adquiere una especial relevancia
el desarrollo de estudios citogenéticos en esta espe-
cie, que permitan lograr una mejor comprensién
de la baja viabilidad de las semillas de esta pobla-
cién a fin de complementar los esfuerzos que
actualmente se realizan para la conservacién de
estos valiosos recursos genéticos forestales.

A pesar de que se han desarrollado diversos estu-
dios citogenéticos en gimnospermas (Khoshoo,
1961; Faulkner, 1979; Eguiluz, 1988; Muratova,
1995; Nurul, 1995; Ledig, 1998; Ahuja, 2001;
Gustafsson y Francois, 2002) no se cuenta en Pinus
hartwegii con una metodologia aprobada que per-
mita realizar andlisis cromosémicos para conocer si
la baja viabilidad detectada se encuentra asociada
con algin tipo de aberracién cromosémica.

Teniendo en cuenta todo lo antes expuesto se
propuso el desarrollo del presente con vistas a eva-
luar la efectividad de diferentes ensayos citogenéti-
cos para establecer la metodologia mds adecuada
para efectuar andlisis cromosémico en la poblacién

de Pinus hartwegii del Cofre de Perote.

El presente trabajo se desarroll$ en el Instituto
de Genética Forestal de la Universidad Veracruza-
na, ubicado en el Parque Ecolégico “El Haya”, en el
kilémetro 1.5 carretera vieja Xalapa-Coatepec,
Veracruz, en asociacién con la Facultad de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de Pefiuela en la Con-
gregacion de Pefiuela, Municipio de Amatldn de los
Reyes, Veracruz.

Con el propésito de establecer la técnica citoge-
nética apropiada para efectuar estudios cromosé-
micos en dpices radicales de Pinus hartwegii, se
procedié a evaluar (Tabla 1) el efecto de 49 ensa-
yos. Estos ensayos consistieron en la evaluacién de:
tres tiempos de toma de las muestras: 8 am, 11 am
y 3 pm, cuatro métodos diferentes de pretrata-
mientos: 8-hidroxiquinoleina 0.02 M, durante 2.5
- 12 h a 18°C; colchicina 5 mgL! durante 3.5 - 12
h a 18°C; 1,4-p-diclorobenceno saturado durante
20-24 h a 4°C y agua helada durante 24 h a 1°C.
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Dos tratamientos con fijadores: Carnoy y Farmer
por 12 h; diferentes tratamientos de hidrélisis 4cida
durante 5 min con HCI 1N a 60°C con y sin eta-
nol durante 5 y 10 min, asi como un tratamiento
con pectinasa al 2% a 37°C por 50 min. Se evalué,
asimismo, el efecto de dos tipos de tinciones: aceto-
carmin al 0.5% y aceto-orceina al 0.1%. Se inclu-
yeron tres ensayos adecuados para la tincién con el
reactivo de Schiff. Finalmente se realizé un
“squash”, a fin de proceder a la observacién micros-
cépica de las preparaciones (Curtis, 1981).

Por cada ensayo se evalué el nimero de células
en metafase de acuerdo a una escala previamente
establecida de cuatro grados (1: > 5%; 2: 3 — 4%;
3:1—2%; 4: (1%); asi mismo se determind la cali-
dad de las preparaciones de acuerdo con una escala
de tres grados (3: Bueno: preparaciones con cito-
plasma y cromosomas bien definidos; 2: Regular:
preparaciones con cromosomas poco visibles;
1: Malo: preparaciones con citoplasma plasmoliza-
do). Los resultados obtenidos se graficaron de
acuerdo con el programa Statistica (2000). Con los
datos obtenidos se realiz6 asimismo un anilisis de
conglomerado empleando como indice de disimili-
tud la distancia de Manhattan y como algoritmo de
ligamiento, el método WPGC (Weighted Pair -
Group Centroid), a fin de clasificar los diversos
ensayos citogenéticos empleados.

Al evaluar de manera integral los resultados
obtenidos de los diferentes ensayos citogenéticos
evaluados, se observé que los mismos permitieron
constatar valores relativamente bajos de células en
metafase (56.1%). Un andlisis mds detallado de
estos resultados revelé que solamente el 29.1% de
los ensayos, permitieron detectar células en metafa-
se para efectuar los estudios citogenéticos. De estos
ensayos 1, 2, 5, 6, 46 y 48 (conformados en el gru-
po I y IV), fueron los que mostraron los mejores
resultados en cuanto a la presencia de un nimero
relativamente mds elevado de células en metafase

(Grifica 1).
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Tabla 1
Ensayos empleados para el establecimiento de la técnica citogenética para el estudio
cromosémico en Pinus hartwegii Lindley.

ENSAYOS
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orcefna a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 11 am
8-hidroxiquinoleina 12 h + Farmer 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 3 pm
8-hidroxiquinoleina 12 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 3 pm
colchicina 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 8 am
colchicina 4 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 8 am
colchicina 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 11 am
colchicina 4 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
colchicina 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 3 pm
colchicina 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 3 pm
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 8 am
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 8 am
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 11 am
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 3 pm
1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 3 pm
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orcefna a las 8 am
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 8 am
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 11 am
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 3 pm
agua helada 24 h + Farmer 12 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 3 pm
colchicina 9 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + reactivo de Schiff + aceto-carmin a las 8 am
colchicina 9 h + Carnoy 12 h + hidrdlisis 5 min + reactivo de Schiff + aceto-carmin a las 11 am
colchicina 9 h + Carnoy 12 h + hidrélisis 5 min + reactivo de Schiff + aceto-carmin a las 3 pm
8-hidroxiquinoleina + 1,4 paradiclorobenzeno 3 h + Carnoy 5 min + pectinasa 50 min a las 8 am
8-hidroxiquinoleina + 1,4 paradiclorobenzeno 3 h + Carnoy 5 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina + 1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Carnoy 5 min + aceto-carmin a las 8 am
8-hidroxiquinoleina + 1,4 paradiclorobenzeno 4 h + Carnoy 5 min + hidrélisis + etanol al 95 % 3 min a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 4 h + Carnoy 1 h + pectinasa 50 min + aceto-orceina a las 8 am
8-hidroxiquinoleina 4 h + Carnoy 1 h + pectinasa 50 min + aceto-orceina a las 11 am
Farmer 1 h + hidrélisis 5 min + aceto-orceina a las 8 am
Farmer 1 h + hidrélisis 5 min + aceto-carmin a las 11 am
Farmer 1 h + hidrélisis 10 min + aceto-orceina a las 8 am
Farmer 1 h + hidrélisis 10 min + aceto-carmin a las 11 am
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Grdfica 1. Variacidn en el porcentaje de células en metafase
(segiin escala de cuatro grados) detectadas con los diferentes ensa-
yos citogenéticos examinados. Statistica (2000).

Cabe mencionar que no se lograron mejorfas en
la observacién de las preparaciones cromosémicas
al emplear la colchicina como pretratamiento y tin-
cién con el reactivo de Schiff, ya que estos ensayos
(ensayos 37, 38 y 39) no produjeron valores muy
elevados de células en metafase (Grifica 1). Por ello
no se procedié a evaluar otros ensayos que emplea-
sen estos reactivos.

Por otra parte, los resultados obtenidos del ani-
lisis de la calidad de los diversos ensayos examina-
dos mostraron (Grifica 2) que solamente el 45%
de los mismos permitieron observar preparaciones
con cromosomas definidos (ensayos 1, 2, 5, 6, 46 y
48), mientras que en el resto de las preparaciones
presentaban un citoplasma plasmolizado.

Un andlisis de conjunto permitié clasificar a los
diferentes ensayos citogenéticos en dos grandes
grupos (Grifica 3). El grupo I conformado por 22
ensayos (1-18, 46-49) que mostraron los resultados
mds apropiados para efectuar estudios citogenéti-
cos en esta especie. El grupo II estuvo representado
por 27 ensayos empleados: (19-45) que mostraron
un mal comportamiento.

Cabe resaltar que coincidentemente con lo antes
planteado, los ensayos 1, 2, 5, 6, 46 y 48 estuvieron
representados en el grupo I (donde se empled
8-hidroxiquinoleina en todos los casos), en compa-
racién con los ensayos restantes clasificados en el
grupo II en los que no se logro una adecuada cali-
dad en las preparaciones y en donde se utilizaron
otros pretratamientos (colchicina, 1,4-p-dicloro-
benceno o agua helada).
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CALIDAD DE LAS PREPARACIONES

Grdfica 2. Variacion en la observacion de las preparaciones obte-
nidas (segiin escala de tres grados) detectadas con los diferentes
ensayos citogenéticos examinados.
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Grdfica 3. Clasificacién de los ensayos citogenéticos empleados
por andlisis de conglomerado utilizando la distancia de Manbattan
como indice de similitud y el algoritmo de ligamento WPGC
(Weighted Pair — Group Centroid).

Estos resultados ponen de manifiesto el efecto
beneficioso que reviste el empleo de la solucién de
8-hidroxiquinoleina como pretratamiento para
lograr una mejor calidad en las preparaciones cro-
mosémicas en esta especie. No se aprecié sin
embargo diferencias sustanciales con el empleo de
aceto-orceina y aceto-carmin en la tincién de los
cromosomas de esta especie.

Un andlisis integral de los resultados obtenidos
permiten concluir que los ensayos 1y 2 (Figura 1)
se obtuvieron los mejores resultados pueden consti-
tuir puntos metodoldgicos para proseguir optimi-
zando la técnica mds adecuada para efectuar andlisis
cromosémico en esta poblacidn.
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Figura 1. Cromosomas del Pinus hartwegii Lindley. observado
con el ensayo 2 empleando un aumento de 1000 X. FOTO. Tivo
(2001).

Asi mismo se pudo comprobar en base a las pre-
paraciones obtenidas con estos ensayos la presencia
de 24 cromosomas tal como se esperaba, de acuer-
do con lo sefialado por diversos autores (Khoshoo,
1961; Faulkner, 1979; Eguiluz, 1988; Muratova,
1995; Nurul, 1995; Ledig, 1998; Ahuja, 2001;
Gustafsson y Francois, 2002) para el género Pinus.
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