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ESTIMACION DEL TAMANO DEL GENOMA EN ESPECIES DE LA TRIBU

CEeSTREAE (SOLANACEAE) MEDIANTE CITOMETRIA DE IMAGEN

AQUILES FROSSASCO!', ALEJANDRA TRENCHI' y JUAN D. URDAMPILLETA™

Resumen: Los géneros Cestrum, Sessea y Vestia pertenecen a la tribu Cestreae y presentan varias
caracteristicas cromosomicas que los diferencian de otras especies de Solanaceae, como el nimero y
tamafio cromosémico. El tamafio del genoma contribuiria a generar nuevas hipétesis sobre su evolucion
en los clados basales de Solanaceae. Para estimar el tamafo del genoma en especies de Cestreae fue
utilizada la citometria de imagen de nucleos en interfase y telofase tefiidos con la técnica de Feulgen.
Los valores del tamafio del genoma en las especies analizadas de Cestreae varian entre 17,22 a 24,40
Gpb (2C), siendo los mayores tamafios de genoma de la familia. Ademas los resultados demuestran que
la citometria de imagen es un método alternativo a la citometria de flujo que permite la determinacion del
tamafio del genoma en forma practica y econémica.
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Summary: Estimation of genome size in species of the tribe Cestreae (Solanaceae) by image
cytometry. Cestrum, Sessea and Vestia genera belong to Cestreae tribe and have several chromosome
characteristics that differentiate it from other species of Solanaceae, such as number and size. Genome
size would contribute to new hypotheses about evolution in basal clades of Solanaceae. To estimate the
genome size Cestreae species was used image cytometry of telophase and interphase nuclei stained
with Feulgen technique. The values of genome size in species analyzed ranging from 17.22 to 24.40
Gpb (2C), being the largest genome sizes of the family. Furthermore, the results show that the image
cytometry is an alternative method to flow cytometry for the determination of the genome size in practical

and economical way.
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INTRODUCCION

Los géneros Cestrum L., Sessea Ruiz & Pav.
y Vestia Willd. pertenecen a la tribu Cestreae (G.
Don). Esta tribu es un clado monofilético de la
subfamilia Cestroideae (Olmstead et al., 2008),
considerada un grupo basal dentro de la familia
Solanaceae (Benitez de Rojas & D’Arcy, 1998).
Sus representantes son arboles o arbustos que
se distribuyen en América tropical y subtropical
(Hunziker, 1979).
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Cestrum es el género mas numeroso de la
tribu (Judd et al., 1999), con alrededor de 250
especies distribuidas en las regiones tropicales y
subtropicales de América (D’Arcy, 1986), desde el
norte de México y el sur de Florida hasta el sur de
Chile. Incluye hierbas, arbustos y arboles de hasta 12
m de altura, con flores actinomorfas, corola tubular-
infundibuliforme y fruto tipo baya (Cronquist,
1988). Algunas especies de Cestrum presentan
importancia econémica ya que proporcionan la
base para la extraccion de compuestos activos como
alcaloides, esteroides, saponinas y taninos (Schultes
& Raffauf, 1991). Una especie en particular,
Cestrum parqui, es temida por su toxicidad para
el ganado (McLennan & Kelly, 1984). Sessea esta
restringida a zonas tropicales de América del Sur,
especialmente en la region andina, e incluye unas
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15 especies. Vestia es un género monotipico y
endémico de la region centro - sur de Chile.

Caracteres florales, tipo de fruto y forma de
semillas fueron utilizados para distinguir géneros y
especies (Francey, 1934; Benitez de Rojas & Nee,
2001). A menudo las especies estan separadas por
diferencias morfologicas sutiles, lo que dificulta
la delimitacion especifica y el desarrollo de una
clasificacion natural. Actualmente no existe un
tratamiento taxonomico integral que incluya las
especies de latribu. Los escasos estudios moleculares
resultan en ciertos aspectos contradictorios con
estudios morfologicos (Montero-Castro et al.,
2006). Por ello, resulta necesaria la busqueda de
nuevas fuentes de variabilidad que permitan una
mejor comprension de las relaciones filogenéticas
de este grupo.

Desde el punto de vista de los cariotipos, la tribu
Cestreae presenta varias particularidades que la
diferencian de las otras especies de Solanaceae, lo
cual confirma su monofilia: 1) Todas las especies
estudiadas de Cestrum, Sessea y Vestia poseen 2n
= 16 (Tschischow, 1956; Fedorov, 1974; Goldblatt
& Johnson, 1979; Goldblatt, 1984) y los mayores
tamafios cromosomicos de la familia (Fregonezi et
al., 2006; Las Penas et al., 2006; Fernandes et al.,
2009); 2) Complejo patréon de heterocromatina en
Cestreae (Berg & Greilhuber, 1993; Fregonezi et
al., 20006), que permite diferenciar especies y grupos
de especies; 3) Cromosomas B con diferencias
en el patron de bandeo (Fregonezi et al., 2004) y
distribucion de ADNr 45S y 5S (Sykorova et al,
2003a; Urdampilleta et al., 2014); y 4) Ausencia
de telomeros Arabidopsis-type (TTTAGGG)n,
reemplazados por regiones de ADN repetitivo ricos
en A/T (Sykorova et al., 2003b). Estos hechos
hacen de la tribu Cestreae un excelente modelo para
estudios de evolucion del genoma.

El tamafio del genoma (valor C) en Angiospermae
es variable, aproximadamente 2400 veces su
magnitud (Pellicer ez al., 2010), lo cual ha estimulado
especulaciones con respecto a la evolucion del
genoma (Soltis et al., 2003). La citometria de
imagen combinada con la tinciéon de Feulgen
(Vilhar et al., 2001; Hardie et al., 2002) es uno de
los métodos utilizados para estimar la cantidad de
ADN por nucleo (Bacic et al., 2007; Acosta et al.,
2012). Las reconstrucciones de tamafio del genoma
indican que el genoma ancestral de angiospermas
y gimnospermas seria pequefio (1C< = 1,4 pg)
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(Leitch et al., 1998). Estudios realizados en especies
pertenecientes a la familia Solanaceae indican
que su genoma varia desde 0,63 a 24,80 pg (1C),
sugiriendo que la amplia diversidad taxonomica de
la familia es acompafiada por importantes cambios
en la estructura del genoma (Bennett & Leitch,
2012). Sin embargo, el valor C en especies de la
tribu Cestreae no fue reportado hasta el momento.
Si bien no existe una estricta relacion directa, la
presencia de cromosomas grandes sugiere que el
tamafio del genoma en Cestreae podria ser uno de
los mayores de la familia (Fregonezi et al., 2006;
Las Penas et al., 2006; Fernandes et al., 2009;
Urdampilleta et al., 2014). La caracterizacion del
tamafio del genoma en Cestreae podria contribuir
a generar nuevas hipotesis sobre la evolucion del
genoma en los clados basales de Solanaceae. Por
esta razon el objetivo de este estudio es caracterizar
el tamafio del genoma en ocho especies de los tres
géneros de la tribu.

MATERIALES Y METODOS

Las especies estudiadas de Cestrum, Sessea y
Vestia y sus datos de coleccion son detallados en
la Tabla 1. Para la estimacion del tamafio fueron
utilizados los métodos basados en citometria de
imagen (Hardie et al., 2002), utilizando como
estandar de referencia a Secale cereale “Dankovske”
(2C =16,19 pg) (Dolezel et al., 1998), cedidos por
Jaroslav Dolezel del Institute of Experimental
Botany de Czech Republic.

Para corroborar los niimeros cromosoémicos y
la estructura general del cariotipo de las especies
estudiadas fueron utilizados meristemas radiculares
pretratados con 8-hidroxiquinolina 2 mM a 14°C
por 4-5 h, fijados en 3:1 (v/v) de etanol: acido
acético durante 24 horas y conservadas a -20°C.
Los preparados cromosémicos fueron realizados
mediante aplastado en acido acético 45%,
posteriormente fueron congelados en nitrogeno
liquido para eliminacion de cubreobjetos y secados
al aire. La coloracion fue realizada con DAPI
(4-6-diamidino-2-fenilindol) 1,5 pg/ml, y montado
con Vectashield® (Vector Lab.). Para la obtencion
de imagenes de cromosomas fue utilizado el
software Cytovision® (Leica Biosystems) y
camara JAI® modelo CV-M4+ CL monocromatica
acoplada a microscopio Olympus BX61.
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Tabla 1. Lista de especies estudiadas de Cestrum, Sessea y Vestia, detallando tamafo del genoma
y datos de coleccion. o: desvio estandar, n: nimero de nucleos analizados. NLD020: Experimental
Garden of the Radboud University of Nijmegen; CORD: Herbario del Museo Botanico de Cérdoba.

m_

C. elegans 2451 (d) 2,15 44 23,97  Cultivada, NLD020, 804750025
C. fasciculatum 24,06 (d) 1,92 53 23,53  Cultivada, NLD020, 944750044
C. kunthii 21,11 (c) 1,53 69 20,65 ARGENTINA. Prov. Tucuman, Urdampilleta 749 (CORD)
C. nocturnum 2419 (d) 2,49 63 23,66  Cultivada, Chiarini 701 (CORD)
C. parqui 2495(d) 1,25 89 24,40 ARGENTINA. Prov. Cérdoba, Urdampilleta 553 (CORD)
C. strigilatum 18,8 (b) 2,76 75 18,39  Cultivada, NLD020, 814750087
S. regnelli 17,61 (a) 1,41 54 17,22  ARGENTINA. Prov. Misiones, Urdampilleta 573 (CORD)
V. foetida 18,32 (ab) 2,04 52 17,92  Cultivada, NLD020 814750079

a Clasificacién en grupos con base en el test de Tukey (o = 0,05, DMS = 1,10918).
* Tamarfio del genoma en nucleétidos calculado segun relacién 1 pg DNA = 0,978 Gbp (Dolezel et al., 2003).

La estimacion del tamafio de genoma por
citometria de imagen se realizo mediante el analisis
de nticleos en interfases tardias/profases tempranas
y telofase coloreados con la técnica de Feulgen
(Greilhuber & Temsch, 2001; Praca-Fontes et
al., 2011). Dichos nucleos fueron obtenidos de
meristemas radiculares en activo crecimiento,
fijados en 3:1 (v/v) de etanol: acido acético durante
24 horas y conservadas a -20°C. Las raices fueron
lavadas en dH,O, hidrolizadas en solucion de HCI
IM durante 10 min a 60°C y nuevamente lavadas
en dH,0. Los meristemas fueron sumergidos en
reactivo de Schiff durante 24 hs a 4°C y se lavaron
tres veces durante 10 min en agua sulfurosa. La
maceracion y aplastado del tejido se llevo a cabo
en solucion de acido acético glacial al 45%. El
cubreobjetos fue retirado mediante congelamiento
en nitrégeno liquido, y previo secado al aire, el
preparado fue montado con Entellan (Merck®). Las
preparaciones citologicas de las muestras fueron
realizadas en simultaneo con raices del estandar de
referencia, las cuales fueron fijadas y coloreadas
bajo las mismas condiciones. Los ntcleos en
diferentes fases de la mitosis, en especial telofases
e interfases tardias/profases tempranas de muestras
y estandar, fueron fotografiados con microscopio
Axiophot Zeiss acoplado con camara digital Leica
DFC300FX y sistema de captura de imagen Leica
LAS EZ Version 3.0.

La densidad optica integrada (IOD) de cada

nicleo fue determinada analizando los valores
de grises en el canal verde de cada imagen RGB
obtenida mediante la utilizacion del software
ImageJ 1.46 (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html)
siguiendo el método descripto por Hardie ef al.
(2002). A partir de estos valores de grises obtenidos
se calculan las IOD, mediante el siguiente algoritmo:

10D = X7, —log,, (IF/IB)

Donde IOD = valor de 10D nuclear; IF, = valor
de intensidad del pixeli dentro del nicleo; 1B, =
valor de intensidad del pixeli de la region libre de
nucleos (background). El analisis de las imagenes
para las determinaciones de los IODs fue realizado
mediante la generacion de un macro utilizando
parametros fijos de determinaciéon de umbrales
(“Triangle dark™) dentro del software Image J.

El tamafio del genoma nuclear de la muestra se
midio, en picogramos (pg), utilizando los valores de
IOD de la muestra y del estandar primario. Para este
proposito, se utilizo la siguiente formula:

2C, = (10D, x 2C )/I0D,

En la que el 2C_ = C contenido de ADN nuclear
de la muestra; 2C_ = C contenido de ADN nuclear
del estandar primario (2C), IOD_ = valor 10D
nuclear de la muestra, ¢ IODp = valor 10D nuclear
del estandar primario. Para estimar el tamafio del
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genoma en nucleétidos fue utilizada la relacion
1 pg DNA = 978 Mbp (Dolezel et al., 2003). Los
resultados obtenidos de valores de tamafo de
genoma (2C) fueron comparados mediante ANOVA
y test de Tukey con InfoStat (Di Rienzo et al,
2014).

REsuLTADOS Y DiScusioN

Todas las especies analizadas son diploides y
presentan 2n = 16 (Fig. 1), confirmando los resultados
previamente citados (Tschischow, 1956; Sharma
& Sharma, 1957; Fedorov, 1974; Moscone, 1992;
Fregonezi et al., 2006, Fernandes et al., 2009;
Urdampilleta ef al., 2014). Todas las especies poseen
cromosomas metacéntricos y submetacéntricos
grandes, que varian entre 7 y 13,5 mm, uno de
los mayores tamafios cromosoémicos de la familia
Solanaceae. La presencia de cromosomas accesorios
es frecuente en algunas especies (Sykorova et al.,
2003a; Fregonezi et al., 2004), siendo detectado en
C. nocturnum una cantidad variable entre 10 y 14
cromosomas B (Fig. 1D).

En la Tabla 1 se describen por primera vez los
resultados obtenidos en relacion al tamafio del genoma
de seis especies de Cestrum, una de Sessea y una de
Vestia, mediante citometria de imagen. Se analizaron
entre 44 y 89 nucleos en telofase tardia (2C) y profase
temprana (4C) por especie. Como es de esperar,
los valores de IODs en profase temprana fueron
aproximadamente el doble de los respectivos valores
en telofase. Los valores del tamafio del genoma (2C)
en las especies analizadas de Ceastreae calculados por
este método varian entre 17,61 pgen S. regnelli, lo que
representaria un genoma de 17,22 Gpb, hasta 24,95 pg
en C. parqui, un genoma de 24,40 Gpb (Tabla 1).

El ANOVA de las mediciones permitio detectar
diferencias significativas entre las especies (F =
148,28, p < 0,0001), y el test de Tukey permite
distinguir 4 categorias (a = 0,05, DMS = 1,10918) con
base en la diferenciacion de medias (Tabla 1). Desde
una apreciacion general, los valores del tamafio del
genoma permiten observar dos grupos de especies
(Tabla 1). Un grupo que presenta los tamafios mayores
de genoma, que varia de 24,06 a 24,95 pg y que
incluye cuatro especies: C. elegans (Figs. 1A, 2A'y
20), C. fasciculatum (Figs. 1B, 2B y 2J), C. nocturnum
(Figs. 1D, 2D y 2L) y C. parqui (Figs. 1E, 2E y
2M). El segundo grupo se caracteriza por tamanos
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menores de genoma, que varian desde 17,61 a 21,11
pg, incluyendo las especies C. kunthii (Figs. 1C, 2C
y 2K), C. strigilatum (Figs. 1F, 2F y 2N), S. regnelli
(Figs. 1G, 2G y 20) y V. foetida (Figs. 1H, 2H y 2P).

Dada la constancia en el nimero de cromosomas
podemos considerar que las variaciones en el
contenido de ADN serian resultado de diferencias en
las cantidades de cromatina intracromosdmica y/o por
presencia de cromosomas accesorios (cromosomas B).
Las especies analizadas demostraron poseer diferencias
en cuanto a la cantidad y tipo de heterocromatina
(Fregonezi et al., 2006; Fernandes et al., 2009)
como asi también por la presencia de cromosomas
B (Urdampilleta et al., 2014). Sin embargo, esta
variacion no parece ser la causa de las variaciones del
tamafio del genoma observadas ya que, por ejemplo en
C. parqui posee el genoma mayor y la menor cantidad
de heterocromatina y C. nocturnum posee una gran
cantidad de cromosomas B (Urdampilleta ez al., 2014)
pero no difiere significativamente de otras especies.
Por lo tanto, esta variacion del tamafio del genoma
podria estar relacionada con la variacion de secuencias
repetitivas dispersas en el genoma.

El tamafio del genoma (1C) en Solanaceae varia
de 0,63 pg en S. chacoense a 24,80 en Cyphomandra
hartwegii (Bennett & Smith, 1976; Pringle & Murray,
1991) y esta variacion es caracteristica de algunos
clados. La tribu Cestreae es un grupo monofilético que
posee varias caracteristicas propias, como el nimero y
tamafo de cromosomas, ademas nuestros resultados
sostienen que estas especies, junto con el clado
Cyphomandra del género Solanum (Bennett & Leitch,
2012), poseen los mayores tamafios de genoma de la
familia.

Los estudios filogenéticos incluyen a Vestia como
un clado que ocupa una posicion basal en el arbol
(Olmstead et al., 1999; Montero-Castro et al., 2006).
Comparada con otras especies de Cestreae, V. foetida
tiene el cariotipo mas simétrico y con menor longitud
de complemento cromosémico (Las Pefas et al.,
2006). Esto es congruente con las observaciones sobre
el tamafio del genoma ya que pertenece al grupo de
genomas menores. Estas observaciones permiten
suponer que el aumento del tamafio del genoma en
Cestreae, es un caracter derivado dentro del grupo.

La variacion del valor C es considerada una de
las principales causas de divergencia especifica
(Castro-Jimenez et al., 1989; Slovak et al., 2009) y
podria estar relacionada con variaciones en caracteres
morfoldgicos (Poggio & Hunziker, 1986; Knight



A. Frossasco et al. - Tamafio del genoma en especies de la tribu Cestreae

Fig. 1. Metafases coloreadas con DAPI de las distintas especies, C. elegans (A), C. fasciculatum (B),
C. kunthii (C), C. nocturnum (D) (las flechas indican cromosomas B), C. parqui (E), C. strigillatum (F), S.
regnellii (G), V. foetida (H). Escala = 10 pm.
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Fig. 2. Aspecto de los nucleos analizados en las distintas especies, C. elegans (A,l), C. fasciculatum (B,J),
C. kunthii (C,K), C. nocturnum (D,L), C. parqui (E,M), C. strigillatum (F,N), S. regnellii (G,0), V. foetida (H,P).
A-H, nucleos en telofase tardia (2C), I-P, nucleos en profase temprana (4C). Escala =5 um.

& Beaulieu, 2008; Slovak et al., 2009), habitat
(Leitch et al., 2009) y distribucion (Bennett et al.,
1998). Sin embargo, el significado funcional de
esta variacion y los mecanismos responsables de
estos cambios son una incégnita. Modificaciones
en el patron de heterocromatina pueden llevar a
variaciones en el tamafio de genoma (Pringle &
Murray, 1993; Kao et al., 2001) y las regiones de
ADN repetitivo son frecuentemente indicadas como
responsables de este cambio (Uozu ef al., 1997; She
et al., 2012). Secuencias repetitivas dispersas, como
elementos transponibles, pueden tornarse mas activos
en condiciones de stress, llevando a un incremento
en la cantidad de DNA y cambios en la estructura del
genoma (Kalendar et al., 2000; Raskina et al., 2008,
Agren & Wright, 2011).

La reaccion de Feulgen, en su formulacion
inicial, se utilizd6 para la deteccion de ADN
(Feulgen & Rossenbeck, 1924). La demostracion
de su especificidad y relacion estequiométrica con
la cantidad de ADN, permitié utilizar esta tincion
para la estimacion del tamafio del genoma por
microdensitometria. La citometria de imagen es un
método que combina las ventajas de la reaccion de
Feulgen con el analisis de imagenes obtenidas desde
un microscopio Optico, permitiendo la estimacion
del tamafio del genoma en forma confiable y de
bajo costo. El analisis de imagenes Feulgen fue
utilizado en estudios cuantitativos de ADN y permitio
determinar el tamafio del genoma en varias especies
de plantas (Venora et al., 1995; Cremonini et al., 1998,
Voglmayr & Greilhuber, 1998; Vilhar et al., 2001)
incluyendo algunas especies de Solanaceae (Acosta et
al., 2012), demostrando ser un método aceptado para
la determinacion del tamafio del genoma de la plantas
(Praga-Fontes et al., 2011).
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