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ConNTENIDO DE ADN Y PATRON DE GENES RIBOSOMALES EN EL GENERO
MoNoTiPico STersonNiA (CACTACEAE)

KAREN BAUK', FEDERICO SANTINAQUE?, BEATRIZ LOPEZ-CARRO?y M. L. LAS PENAS'

Summary: DNA content and pattern of ribosomal genes in the monotypic genus Stetsonia (Cactaceae).
Stetsonia coryne is a tree is tree-sized plant, with large and infundibuliform flowers (12 -15 cm). It is native
to the deserts of northwestern Argentina and Bolivia, and is the only species of the genus Stetsonia.
The aim of this study was to characterize this species cytologically. For this, the nuclear DNA content,
chromosome number, karyotype, banding patterns and location of ribosomal genes of the species was
determined. The DNA content analysis revealed a mixture of nuclei with three peaks, 2C, 4C and 8C,
indicating a process of endopoliploidy on the species, being this the first report for the tribe Browningieae.
It presented chromosome number of 2n = 22, with a symmetrical karyotype of 22 m, with the first pair with
satellite. With fluorescent chromosome banding technique, two types of bands were observed: CMA*/
DAPI- associated centromere and NOR associated. With FISH technique, we observed that 18-5.8-26S
loci were consistent with CMA*/DAPI/NORs blocks. The signal for the 5S gene is located in a centromeric
region (pair 10).
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Resumen: Stetsonia coryne es una planta de porte arborescente y con flores grandes (12 a 15 cm de
largo) e infundibuliformes. Es originaria de los desiertos del noroeste de Argentina y Bolivia, y es la unica
especie del género Stetsonia. El objetivo de este trabajo fue caracterizar citologicamente a esta especie.
Para ello se determind el contenido de ADN nuclear, el numero cromosomico, cariotipo, patrones de
bandeo, y localizacion de genes ribosomicos de la especie. El andlisis de contenido de ADN reveld
una mezcla de nucleos con tres picos de 2C, 4C y 8C, lo que sugiere un proceso de endopoliploidia
en la especie, siendo esto el primer reporte para la tribu Browningieae. Presenté nimero cromosémico
somatico de 2n=22. Con la técnica de bandeo cromosdmico fluorescente se identificaron dos tipos de
bandas. Por ultimo, se aplico la técnica de FISH, se observo una co-localizacion del locus 18-5,8-26S con
la banda CMA*/DAPI/NORs, la sefial del 5S fue localizada en el par 10 en la region centromérica. Estos
resultados son los primeros para la tribu.

Palabras clave: Stetsonia coryne, contenido de ADN, endopoliploidia, heterocromatina, genes
ribosomales.

INTRODUCCION

La subfamilia Cactoideae comprende el 80% de
las especies de cactus reconocidas hasta el momento
(Anderson, 2002; Hunt et al., 2006); se caracteriza
por que las plantas no presentan hojas, las aréolas
no poseen gloquidios; las flores son solitarias
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y acampanadas; los tallos son generalmente
cilindroides u obcdnicos con costillas (Anderson,
2001; Trevisson & Demaio, 2006). Dentro de esta
subfamilia se encuentra Stetsonia coryne (Salm-
Dyck) Britton & Rose, conformando un género
monotipico (Kiesling et al., 2008). El estatus
taxondmico del género ha sido controvertido, ya que
Ritz (2007) y Hernandez- Hernandez et al. (2011)
lo incluyen en la filogenia dentro del clado BCT
(Browningieae, Cereeae y Trichocereeae), donde las
especies mas relacionadas son del género Cereus.
Tradicionalmente, al género se lo incluye dentro
de la tribu Browningieae (Kiesling, 1996), ademas,
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incluye a los géneros Armatocereus Backeb.,
Browningia Britton & Rose, Jasminocereus Britton
& Rose, Neoraimondia Britton & Rose. Estos se
distribuyen en América del Sur, en los Andes y las
Islas Galapagos (Anderson, 2001).

Stetsonia habita en Bolivia, Paraguay y
Argentina (Kiesling et al., 2008); siendo comun
en el Chaco seco, en ambientes de llanura y
montafia, encontrandosela hasta los 1000 msnm.
Se convierte en el elemento dominante en areas
perisalinas o muy secas, ya que es muy resistente
a la aridez extrema (Demaio et al., 2002). Es un
cactus arborescente, la flor es grande de 12 a 15 cm
de largo, el pericarpelo con escamas, los tépalos
externos son verdes y los internos blancos. A
esta especie se la utiliza localmente para fabricar
artesanias, como “palos de lluvia” instrumento
musical, su fruto es utilizado como mordiente para
que las tinturas se fijen a las lanas; su leflo sirve
para sustituir al corcho en aislantes térmicos, y se
las cultiva para formar cercos vivos. Sus frutos son
semejantes a las tunas aunque mas acidas. También
es refugio de animales, como el carpintero de los
cardones (Melanerpes cactorum), que nidifica en
su tronco (Demaio et al., 2002).

Pese a la relevancia de este género, el
conocimiento citoldégico de Stetsonia es casi
nulo. Por ejemplo, se desconoce su valor C. La
determinacion del valor C, es la cantidad de
ADN de un genoma haploide no replicado de un
individuo (Orhi, 1998; Bottini, 2000; Las Pefas
et al., 2014). En las angiospermas el contenido de
ADN nuclear (ADNc) varia entre 1 y hasta 125
pg por nucleo diploide (Bennett & Leitch, 2010).
La estimacion de este parametro ha facilitado los
estudios de evolucion y especiacion en numerosos
grupos de plantas. En Cactaceae, existen algunos
estudios de medicion de ADN nuclear (Palomino &
Heras, 2001; Zonneveld et al., 2005; Negron- Ortiz,
2007; Segura et al., 2007; Las Pefas et al., 2013).
El contenido de ADN por genoma basico (Cx)
en las especies de la subfamilia Cactoideae varia
desde 0,54 a 3,46 pg (Bennett & Leitch, 2010).
Ademas, en la familia Cactaceae se ha observado
en varias especies el proceso de endopoliploidia
(Palomino & Heras, 2001; Zonneveld et al., 2005;
Negron- Ortiz, 2007; Segura et al., 2007), el cual es
un proceso en el que las células se someten a ciclos
repetidos de sintesis de ADN sin division celular,
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resultando una multiplicacion exponencial del
contenido de ADN nuclear (Barow, 2006; Leitch
etal.,2013).

Por otra parte, los estudios citologicos muestran
que el nimero basico propuesto para Cactaceae es
x=11, siendo la principal variacion la poliploidia
(Pinkava, 2002; Las Peifias, 2009). Herramientas
como el bandeo cromosomico fluorescente e
hibridacion in situ fluorescente (FISH) permiten
identificar homologias cromosdmicas inter o
intra especificas, y son ampliamente usadas
en cariosistematica (Greilhuber, 1984). En
poblaciones argentinas se han realizado estudios
citogenéticos para algunos géneros de cactus (Das
& Mohanty, 2006; Las Penas et al., 2009, 2011,
2013) pero de Stetsonia s6lo se conoce el nimero
cromosomico (2n= 22; Bauk & Las Pefias, 2012).

Por lo tanto, el objetivo propuesto en el presente
trabajo es aportar informacion del contenido
de ADN nuclear y citogenética para el género
Stetsonia, siendo los primeros para la especie.

MATERIALES Y METODOS

Las plantas fueron recolectadas en localidades
argentinas de las provincias de Santa Fe (Ruta
Nacional 11 km 734, a 20 km de Vera, Las Penas
et al. 73) y Catamarca (entre San Martin y Casa
de Piedra, 29° 16’ 58, 65° 44’25, Las Penas et al.
524). Los especimenes fueron plantados en macetas
con una mezcla de tierra y arena en partes iguales
y cultivados en la coleccion de Cactaceae que se
encuentra en FCEFyN-UNC. Los ejemplares de
herbario correspondientes fueron depositados en el
herbario del Museo Botdnico de Cérdoba, CORD.

Para calcular el contenido de ADN nuclear se
sigui6 la metodologia de Dolezel et al. (2007) con
pequenias modificaciones. En una capsula de Petri
conteniendo 0,5 ml de la solucion de Otto I (acido
citrico 0,1 My 0,5 % de Tween 20) y 0,2 ml de 1 %
de PVP, se colocaron 100 mg de plantulas obtenido
de semillas germinadas de 30 dias de Stetsonia
coryne y 25 mg de tejido foliar de Zea mays L.
CE - 777 (2C = 5,43 pg), utilizado como estandar
interno. El material se pic6 finamente con hoja de
afeitar y se filtré a través de una malla de nylon
de 45 pm para separar la suspension de nucleos
del material grueso. La suspension de nucleos se
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incubd por 10 a 60 minutos a temperatura ambiente;
luego se adiciono 0,5 ml de tampon de Otto 11 (0,4
M de Na2HPO4 12H20) y se realizd un nuevo
filtrado. Se agregaron 125 pl de ARNasa e igual
cantidad de yoduro de propidio, para su analisis
en el CF (Becton-Dickinson, San Jos¢, EEUU),
sintonizado para emitir luz a 488 nm.

Se llevaron a cabo tres estimaciones de ADN
para cada poblacion (5.000 nucleos por analisis),
en tres dias diferentes. El valor 2C se calcula como
pico promedio de la muestra x valor 2C del estandar
(pg) / pico promedio del estandar.

Para los estudios cromosomicos se usaron raices
de 5 plantas adultas, las cuales fueron pretratadas
con 8-hidroxiquinoleina al 0,002M durante 24
horas en frio y se fijaron en alcohol-acido acético
(3:1) se conservaron en freezer hasta su uso.

Las raices fueron sometidas a digestion
enzimatica con Pectinex®. Para ello fueron lavadas
en agua destilada durante 10 minutos, y luego
fueron maceradas con una solucién enzimatica por
40 minutos. Los meristemas fueron aplastados en un
portaobjetos con una gota de acido acético al 45%,
el cubreobjetos fue removido por congelamiento
con aire liquido y se coloco los preparados en
freezer hasta su uso. Para la doble tincion CMA/
DAPIy FISH, se siguieron los protocolos descriptos
en Las Pefias ef al. (2011). Las sondas utilizadas
fueron para la deteccion de los genes ribosémicos
18-5,8-26S (45S) la p7a71 (Gerlach & Bedbrook,
1979) y para el 5S la sonda especifica de Cactaceae
(Las Pefias et al., 2011) y una sonda especifica
para la especie. El marcado de las sondas se realizo
con biotina y dioxigenina por “nick-traslation”,
la deteccion de las mismas se realizd mediante
anticuerpos conjugados con fluorocromos anti-
biotina con fluoresceina (FITC) y anti-digoxigenina
con rodamina. Ademas, para las mediciones de
los cromosomas los preparados fueron coloreados
con Giemsa al 2% preparada en el momento. El
tiempo de coloracion fue de entre 5 a 10 minutos,
la intensidad de la coloracion se verifico a partir de
los dos minutos en un microscopio, finalmente se
monto el portaobjetos con Entellan.

Por ultimo, las preparaciones cromosoémicas
fueron fotografiadas utilizando el microscopio
Zeiss Axiophot con una camara digital Leica
DFC300FX, con los filtros apropiados para cada
técnica. El analisis de las imagenes se realizd con
el programa IMAGE J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

REsuLTADOS

Las muestras de plantas jovenes de Stetsonia
coryne fueron analizadas junto al testigo Zea mays
L. CE - 777 el cual no fue incluido en las figuras,
en el grafico se incluyé solo la especie para poder
visualizar los 3 picos (2C = 3,05, 4C = 6,01, 8C=
12,2) con lo cual podemos sugerir un proceso de
endopoliploidia en la especie (Fig. 1 A).

Stetsonia coryne presentdé un numero
cromosomico somatico de 2n=22 en las poblaciones
analizadas (Fig. 1 B). Los cromosomas fueron
pequenios con un largo promedio de 3,76 um, y
la media del genoma haploide de 41,34 um. La
formula cariotipica fue de 11 m, En la Tabla 1,
se incluyen las caracteristicas cariotipicas para
cada par cromosoémico que fueron usadas para
generar el idiograma (Fig. 1 F). El cariotipo
fue simétrico con pequedias diferencias entre los
pares cromosomicos, presentando un indice de
asimetria intracromosémico (A)) de 0,16 y un
intercromosémico (A,)) de 0,20. Con la técnica
clasica no fue posible observar satélites.

Con la técnica de CMA/DAPI se pudo observar
el siguiente patron de bandas: un par cromosémico
presento regiones ricas en CMA/DAPI- asociadas
a NORs y un par con una banda CMA7/DAPI
asociada al centromero (Fig. 1C, D). El porcentaje
de heterocromatina CMA/DAPI fue de 3,33 % del
total de genoma haploide. Por tltimo, se mapearon
los genes ribosémicos, la sefial de hibridacion para
el gen 18-5,8-26S fue localizada en el primer par
cromosomico m, en la region de satélite y parte del
cromosoma que lo porta. La sefal para el gen 58S se
localizo en un par m en una region pericentromérica
(Fig. 1E). El tamafio, numero e intensidad de las
sefiales de ambos genes ADNr fueron similares
entre los homologos.

DiscusioN

Elanalisisdel contenido de ADN nuclearmediante
citometria de flujo es util para explorar el nivel de
ploidia, la deteccion de hibridos intraespecificos y
apomixis, la determinacion del tamafio del genoma
y la endorreduplicacion, la identificacion de sexo
(Ohri, 1998; Costich et al., 1991;. Bennett et al.,
2000). En Cactaceae, este método se ha utilizado
en especies de Pereskia, especies de Opuntioideae
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Fig. 1. Stetsonia coryne A: Histograma del contenido de ADN nuclear en picogramos por citometria de
flujo, los picos M1, M2 y M3 representan los valores de 2C, 4C y 8C, de la especie estudiada. B: Metafase
mitético tefiida con Giemsa. C: Bandeo cromosomico fluorescente DAPI. D: Bandeo cromosdmico CMA.
E: FISH usando sondas de 18-5,8-26S (verde) y 5S (rojo). Los asteriscos muestran regiones CMA*/DAPI-
centroméricas y las flechas regiones CMA*/DAPI- /NORs. F: Idiograma, el color verde indica sitios 18-5,8-
26S vy, el color rojo muestra regiones portadoras de 5S. Escalas en las fotografias: 5 um.
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Tabla 1. Stetsonia coryne, resultados cariotipicos. s, brazo corto; |, brazo largo; c, largo total; r, indice
braquial (r= I/s); i, indice centromérico (i= 100 s/c). Las longitudes medias cromosémicas estan

expresadas en um (+ desvio estandar). Abreviaturas segun Levan et al. (1964).

1 2,26+0,27 2,58+0,05 4,84 1,14 46,65 m
2 2,22+0,11 2,56+0,15 4,78 1,15 46,45 m
3 2,01+0,06 2,30£0,15 4,31 1,15 46,57 m
4 1,84+0,02 2,17+0,05 4,01 1,18 45,87 m
5 1,79+0,08 2,11+0,10 3,9 1,18 45,89 m
6 1,68+0,08 2,11+0,11 379 1,26 44,27 m
7 1,69+0,01 1,90+0,05 3,59 1,13 46,99 m
8 1,565+0,02 1,94+0,07 3,49 1,25 44,36 m
9 1,55+0,02 1,81+0,09 3,35 1,17 46,12 m
10 1,35+0,13 1,53+0,21 2,88 1,13 46,84 m
1 1,03+0,08 1,33+0,12 2,37 1,29 43,61 m

de América del norte (Opuntia) y de Cactoideae
(ej. Rebutia, Mammillaria y Escobaria), (Palomino
et al., 1999; Zonneveld et al., 2005; Del Angel et
al., 2006; Negron -Ortiz, 2007; Las Pefias et al.,
2013). En angiospermas el 90% de las especies
presentan en alguno de sus tejidos somaticos
células con diferentes niveles de ploidia generados
por procesos de endoduplicacion del genoma
(D’Amato, 1984; Joubes & Chevalier, 2000).
Tal fenémeno puede variar entre los individuos
de una misma especie en respuesta a diferentes
condiciones ambientales (Barow, 2006; Leitch
& Leitch, 2013). Algunos autores han indicado
que la endopoliploidia es beneficiosa para los
cactus por poseer un tamafio pequefio del genoma
(Palomino et al., 1999; Del Angel et al., 20006).
Las plantas jovenes de Stetsonia coryne mostraron
una mezcla de nucleos 2C, 4C y 8C, este patron
sugiere endopoliploidia. Este proceso ha sido
frecuentemente observado en la subfamilia de las
Opuntioideae (Negron-Ortiz, 2007; Segura et al.,
2007), sin embargo en las Cactoideae solo se ha
observado en algunas especies de Mammillaria
(Palomino et al., 1999; Del Angel et al., 2006) y en
la subfamilia Pereskioideae en Pereskia grandifolia
(De Rocher et al., 1990). Stetsonia vive en regiones
muy secas, en terrenos fuertemente salinos o
llanuras muy aridas (Kiesling 1996, Demaio et

al., 2002), este tipo de adaptaciones ecoldgicas
se encuentran asociadas a la endopoliploidia (De
Rocher et al., 1990; Negron-Ortiz, 2007; Leitch &
Leitch, 2013).

El nimero cromosémico es la caracteristica
cariotipicamasusadaenlosanalisiscitotaxonomicos.
En Angiospermas los valores mas frecuentes
son n = 7-20 sin embargo, puede variar unas 160
veces (Grant, 1982). En Cactaceae, el numero
cromosomico basico es x = 11, este guarismo
se ha confirmado para las cuatro subfamilias
(e.g. Pinkava, 2002; Arakaki et al., 2007; Las
Pefias, 2009; Majure et al., 2012). La especie aqui
estudiada (Stetsonia coryne 2n= 22) coincide con
los reportes para la familia.

En Cactaceae, el largo cromosomico promedio
es de 2,75 pum, por lo que son considerados de
tamafio pequefio y, dentro de cada complemento,
las diferencias de tamafio son escasas (Palomino et
al., 1988; Cota & Wallace, 1995; Cid & Palomino,
1996; Palomino & Heras, 2001; Briones et al.,
2004, Del Angel et al., 2006; Las Penas, 2009; Las
Pefias et al., 2013), las mediciones cromosdmicas
obtenidas en Stetsonia coinciden con esta tendencia
de homogeneidad cariotipica tanto en el tamano,
como en la morfologia de los complementos
Cromosomicos.

En plantas el bandeo cromosomico fluorescente
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revela bandas heterocromaticas ricas en GC o AT,
los resultados obtenidos en este trabajo muestran
una banda en el primer par m CMA'/DAPI
asociado a la region organizadora nucleolar (NOR).
En angiospermas es caracteristico este tipo de
bandas CMA'/DAPI /NORs (Guerra, 2000), como
fue identificado en S. coryne. La localizacion
del gen 18-5,8-26S en Stetsonia se correlaciond
siempre con las bandas de heterocromatina CMA*/
DAPI asociadas a NORs. La localizacion de este
gen de ADNr estd altamente conservado en la
familia (Las Pefas et al., 2009, 2013), también ha
sido reportado en otras familias como Asteraceae
y Solanaceae (Fregonezi et al., 2004; Ruas et al.,
2005; Moreno et al., 2012). Ademas, se reportd la
localizacion de ADNr 5S en un par cromoséomico
en posicion pericentromérica, coincidiendo con
las demas especies de Angiospermas (Kulak et al.,
2002).

Los resultados obtenidos constituirian
uno de los primeros aportes al conocimiento
de las caracteristicas citogenéticas de la tribu
Browningieae, ya que desde el punto de vista
citogenético no podemos compararla con los
géneros hermanos (Browningia, Jasminocereus y
Neoraimondia) debido a que se desconoce los datos
Cromosomicos.
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