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I.  RESUMEN

Se realizaron por primera vez estudios citogenéticos en metafases somaticas y nucleos
interfasicos del género Exodeconus Raf. Se obtuvieron datos cromosémicos de cuatro de
las seis especies que lo conforman (E. maritimus, E. prostratus, E. flavus y E. integrifolius).
Se determind el nimero cromosémico como 2n = 2x = 24. Se realiz0 la caracterizacion
citologica mediante bandeos de fluorescencia, técnica de tincion clasica (Feulgen) e
hibridacion in situ fluorescente (FISH). El patron de bandeo difiere entre las especies,
reflejando la dindmica de la diferenciacién cromosémica y divergencia evolutiva. Se
encontraron bandas terminales, intercalares y pericentroméricas. Se hallaron tres tipos de
heterocromatina, CMA+/DAPI-, CMA+/DAPIo, siendo éstas las mas abundante en el
género, y CMA+/DAPI+ restringida a una sola especie, E. maritimus. Las formulas
cariotipicas varian entre las especies, habiendo predominancia de cromosomas
metacéntricos. En todas las especies fue posible localizar los loci de ARN ribosémico 45S,
resultando en un patrén con distribucién similar entre especies y constante dentro de cada
una, excepto en E. maritimus, que present6 un patron diferencial. Las regiones
organizadoras nucleolares (NORSs) varian desde un par en E. maritimus, E. flavus y E.
integrifolius hasta dos pares en E. prostratus. El tnico polimorfismo detectado en el género
corresponde con el tamafio de la NOR en E. flavus. Los datos citolégicos obtenidos

corroboraron la filogenia existente para el género propuesta por Axelius, 1994.



II. INTRODUCCION

Exodeconus Raf. (incertae sedis, Solanoideae) es un pequefio género poco conocido de la
familia Solanaceae, que comprende solo 6 especies [E. flavus (1.M. Johnst.) Axelius &
D'Arcy, E. integrifolius (Phil.) Axelius, E. maritimus (Benth.) D'Arcy, E. miersii (Hook. f.)
D'Arcy, E. prostratus (L'Hér.) Raf. y E. pusillus (Bitter) Axelius]. Se encuentra
principalmente en Peru (5 especies), norte de Chile (3 especies), Ecuador (2 especies), una
Unica especie endémica de las Islas Galapagos (E. miersii, Axelius, 1994), y una que llega
al noroeste de Argentina (E. integrifolius; Hunziker & Barboza, 1998; Navarro et al., 2012,
Barboza, 2013). Crecen en zonas aridas y pedregosas, por la costa o en la cordillera costera
(Dillon, 2005), distribuyéndose mejor a menores altitudes, con un bajo nimero de especies
a partir de los 2500 msm (Navarro et al,. 2012). Son plantas pequefias, anuales, viscosas, a
menudo postradas (Figs. 1-6 A), con caliz fructifero acrescente a muy acrescente, inflado o
no, y con un marcado desarrollo reticulado de su nerviacion. Exodeconus flavus se
caracteriza por sus flores con corolas amarillas y hojas por lo general ampliamente
cordadas, con margenes mas o menos enteros (Fig. 1 B-C). Exodeconus integrifolius, con
flores pequefias menores a 2 cm de largo, corolas blancas, violetas, azuladas, verdosas o
una combinacion de ellas y hojas mas o menos enteras (Fig. 2 B-C). En E. maritimus, las
flores son por lo general infundibuliformes, con corolas blancas y garganta violeta, hojas
triangulares a cordadas, largas o tan largas como anchas, sin senos profundos a los lados de
la base (Fig. 3 B-C). Exodeconus miersii presenta flores infundibuliformes con corolas
blancas y garganta violacea, y hojas triangulares a cordadas, mas anchas que largas, con
profundos senos a los lados de la base (Fig. 4 B-C). Exodeconus prostratus posee flores
ampliamente infundibuliformes, corolas azuladas a violaceas, y hojas ovadas con apice
redondeado y base muy desigual (Fig. 5 B-C). Por altimo, E. pusillus se caracteriza por sus
flores no mayores a 1,5-2 cm de largo, corolas blancas, violetas, azuladas, verdosas o una
combinacion de ellas y hojas lanceoladas a romboidales (Fig. 6 B-C).

La circunscripcién del género ha sido ya esclarecida (Axelius, 1994; Hunziker,

2001), y los analisis de parsimonia de los datos morfoldgicos lo resuelven como un grupo



monofilético, con relaciones interespecificas que muestran buena coherencia con la
biogeografia de este grupo de especies (Axelius, 1994).

Por su parte, los analisis cariotipicos cumplen un rol importante en la cuantificacion
e identificacion de cromosomas de muchas especies, probando ser un complemento valioso
en estudios sistematicos y evolutivos. Los modos y mecanismos de evolucion cariotipica
pueden conocerse a través de la comparacion de los cromosomas de diferentes taxones
(Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss, 2013). Existen numerosos estudios cromosémicos en
Solanaceae (Badr et al,. 1997; Acosta et al,. 2005; Moscone, 2007; Rego et al,. 2009;
Chiarini et al,. 2010). Dentro de la subfamilia Solanoideae, la mayoria de los taxones posee
x =12 (Badr et al,. 1997; Hunziker, 2001; Acosta et al,. 2005; Chiarini et al., 2010).
Asimismo, se han encontrado algunas excepciones con x = 10, 11, 13, 14, 17y 23
(Darlington & Janaki-Ammal, 1945; Menzel, 1950; Baylis, 1963; Sheidai et al., 1999; Tie-
Yao et al., 2005; Chiarini & Bernardello, 2006; Moscone et al,. 2007; Scaldaferro et al.,
2013).

Ademas, cabe recordar que diversas caracteristicas citogenéticas (p.e. formula
cariotipica, tipo de heterocromatina, presencia y posicion de bandas cromosémicas
heterocromaticas, nimero y localizacion de sitios activos de ADNT, etc.) han resultado de
relevancia para establecer afinidades entre especies en otros géneros de Solanaceae (p.e.
Capsicum L. -Moscone et al., 1995; Scaldaferro et al., 2013-, Solanum L.-Bernardello et
al., 1994; Chiarini & Bernardello, 2006; Acosta et al., 2012; Miguel et al., 2012, Nicotiana
L. -Lim et al., 2000; Nakamura et al., 2001-, Nierembergia Ruiz & Pav. -Acosta et al.,
2006; Tate et al., 2009-; Larnax Miers y Deprea Raf. -Deanna et al., 2014, etc.), y han
aportado informacion sustancial que permitieron inferir tendencias evolutivas (p.e.
Capsicum -Moscone et al., 2007). Algunas técnicas citogenéticas como el bandeo
cromosomico Y la hibridacion in situ (FISH), permiten establecer homologias y
homeologias cromosomicas entre las especies a examinar. Las homeologias intra- e
interespecificas revelan caracteristicas cromosomicas compartidas indicando posiblemente
homologia ancestral (Scaldaferro et al., 2016).

A pesar de que el género en estudio es pequefio, a la fecha no se conoce ningln dato

citogenético referido a sus especies.



Determinacion del nimero cromosoémico y caracterizacion citogenética del género EXODECONUS (SOLANACEAE)

Fig. 1. Foto E.flavus. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzalez.




Fig. 2. Foto E.integrifolius. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzélez.




Fig. 3. Foto E. maritimus. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzalez.




Fig. 4. Foto E.miersii.. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzalez.




Determinacion del nimero cromosémico y caracterizacion citogenética del género EXODECONUS (SOLANACEAE)

Fig. 5. Foto E. prostratus. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzélez.
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Fig. 6. Foto E. pusillus. A. Habito B. Hojas C. Flores. Fotos de S. Leiva Gonzélez.




Por ello, este trabajo tiene como finalidad realizar estudios citogenéticos clasicos y
moleculares a fin de obtener los primeros registros cromosémicos en el género, y a su vez,
delimitar las especies mediante el analisis de sus cariotipos. La importancia de este estudio
radica en que los resultados brindan informacion significativa sobre la constitucion
cromosOmica en Exodeconus, y proporcionan herramientas para comenzar a entender las
relaciones evolutivas entre sus especies. Por lo cual, los datos obtenidos pueden ser
contrapuestos con antecedentes de filogenia de datos morfoldgicos, y asi evaluar y

comparar las relaciones evolutivas del género en cuestion.

OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento de la constitucién cromosémica de Exodeconus

(Solanaceae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el nimero cromosémico en especies de Exodeconus (E. flavus, E.
integrifolius, E. maritimus, E. prostratus y E. pusillus).

- Caracterizar a las especies mediante tincién con técnica tradicional, bandeo
cromosomico de fluorescencia 'y FISH.

- Identificar los cromosomas mediante marcadores tales como la longitud cromosémica,
la posicion del centromero, el patron de bandeo heterocromatico y el tamafio y la
localizacion de los organizadores nucleolares de las especies a estudiar.

- Analizar la presencia de variacion interespecifica en el género.

- Establecer homologias y homeologias cromosémicas entre las especies a examinar.

De acuerdo a la problematica y a los objetivos presentados, se plantea la siguiente hipétesis
de trabajo:

- Las especies del género Exodeconus pueden ser delimitadas mediante el analisis de sus
cariotipos, y tienen un namero cromosémico 2n = 24, como ha sido observado en otros

géneros de la subfam. Solanoideae (Solanaceae).



I1l.  MATERIALES Y METODOS

El material examinado fue recolectado en Peru por la Dra. Gloria E. Barboza y por el Prof.
Segundo Leiva Gonzalez; los datos de colector y procedencia se detallan en la Tabla 1. Se
recolectaron cinco de las seis especies que comprende el género (E. flavus, E. prostratus, E.
maritimus, E. integrifolius y E. pusillus), ya que no fue posible adquirir el material
proveniente de las Islas Galapagos (E. miersii). De las muestras recolectadas, sélo se
utilizaron los frutos para la obtencion de semillas para su germinacién. Los ejemplares de
herbario estan depositados en el Museo Boténico de Cordoba (CORD), Argentina y en el
herbario de la Universidad Privada A. Orrego (HAO), Trujillo, Perd.

TABLA 1. Lista de taxones estudiados, procedencia, colector y ejemplar de herbario.
Abreviatura del nombre de los colectores: GEB = Gloria E. Barboza; SLG = Segundo Leiva
Gonzalez. CORD = Herbario del Museo botanico de Coérdoba, Argentina. HAO = Herbario
de la Universidad Privada A. Orrego, Trujillo, Pera.

Taxén Procedencia Colector Herbario
E. maritimus Per(: Dpto. La SLG 5586 HAO
Libertad, Prov.
Trujillo
E. prostratus Per(: Dpto. Ancash, SLG 5657 HAO-CORD

Prov. Pallasca

E. flavus Per(: Dpto. Arequipa, SLG s/n° HAO
Prov. Arequipa

E. integrifolius Per(: Dpto. Arequipa, GEB 3944 CORD
Prov. Arequipa

Se realizaron preparaciones de cromosomas somaticos por aplastamiento de cuatro
de las cinco especies, debido a que no fue exitosa la germinacién de las semillas obtenidas

de E. pusillus. Se utilizaron apices radicales previamente tratados con inhibidores del huso



acromatico (para-diclorobenceno). Cuando fue dificultosa la germinacién de las semillas, se
procedid a la aplicacion de 200-500 ppm de acido giberélico (Ellis et al., 1985), y en caso
de necesitarse un tratamiento mas intenso, las semillas se embebieron en &cido giberélico
durante 24 hs previo a su germinacion.

El material se fijo en una mezcla de alcohol etilico absoluto: acido acético glacial
(3:1) durante 24 hs a 8°C, y luego se conservo a -18°C hasta su utilizacion. Se aplicaron
métodos de: 1) tincion clésica (Jong, 1997); 2) bandeo cromosdémico de fluorescencia
CMA/DA/DAPI (Schweizer, 1980; Schweizer & Ambros, 1994); y, 3) hibridacion in situ

fluorescente (FISH) (Moscone et al,. 1996, con modificaciones).

1) Técnica de tincion clasica

Para la observacion de los cromosomas somaticos y su analisis morfométrico, las raices
fueron tratadas empleando la tincién de Feulgen segun Jong (1997), con pequefias
modificaciones. Se analizaron entre 4 a 10 metafases de 3 a 5 individuos por especie. Las
preparaciones se hicieron permanentes mediante remocion del cubreobjetos por

congelamiento con CO, (Bowen, 1956) y montadas en Euparal.

Para la realizacion de los bandeos cromosémicos y FISH, las raices fijadas fueron digeridas
con una solucién enzimatica de celulasa (1 % p/v) y pectinasa (1 % v/v), segun la técnica
de Schwarzacher et al. (1980).

2) Bandeo de fluorescencia - Tincion triple CMA/DA/DAPI
Esta técnica se utilizo para examinar la presencia, el tipo y la distribucion de la
heterocromatina constitutiva.

Se llevo a cabo la técnica de tincidn triple (CDD) con los fluorocromos
cromomicina A, distamicina A y 4’-6-diamidino-2-fenilindol (CMA/DA/DAPI) segin
Schweizer (1980), que revela simultaneamente bandas heterocromaticas ricas en pares de
nucleodtidos GC (bandas CMA/DA positivas y DA/DAPI negativas), AT (bandas CMA/DA
negativas y DA/DAPI positivas), y heterocromatina rica en GC y moderadamente rica en
AT (bandas CMA/DA positivas y DA/DAPI neutro). Mediante este método se analizaron

entre 5 a 10 metafases de 3 a 5 individuos por especie.



3) Hibridacién in situ fluorescente (FISH)
Para localizar los loci de ADN ribosémicos 45S, se trabajo con sondas de los genes de
ARN ribosémico 18S-5,8S-25S (45S).

Luego del bandeo de fluorescencia los preparados fueron secuencialmente
sometidos a la técnica de FISH. Los mismos fueron destefiidos mediante inmersion en
mezcla 3:1 de alcohol etilico 95% y acido acético glacial durante 12 hs, posteriormente se
lavaron en alcohol absoluto por 2 min. y se secaron al aire (Schweizer, 1981).

La sonda utilizada fue pTa71: fragmento de la unidad de repeticion de los genes de
ARNr 18S-5,8S-25S (45S) de Triticum sp. marcado con biotina (Gerlach & Bedbrook,
1979).

El marcado de las sondas con biotina por “nick-translation”, el pre-tratamiento de
las preparaciones, las condiciones de hibridacién, los lavados y el blogueo de las
preparaciones, la deteccion de la sonda marcada mediante anticuerpos conjugados con
fluorocromo [anti-biotina con rodamina (TRITC)] y la tincion de los cromosomas con
DAPI, se llevo a cabo segln los protocolos de Moscone et al. (1996) con modificaciones.

Esta técnica se aplicd a un representante por especie.

Andlisis cromosoémico
Los cromosomas fueron observados y fotografiados en un microscopio éptico Zeiss
Axiophot EL-Einsatz utilizando luz transmitida o epifluorescencia segun el caso,
obteniéndose microfotografias mediante una cdmara digital monocromatica Leica DFC300
FX 'y provistas por el analizador de imagenes Leica Application Suite 3.6.0 (Leica
Microsystems CMS GmbH, 2010). Para el andlisis morfométrico del cariotipo se
efectuaron mediciones a los cromosomas utilizando el programa OPTIMAS 6.1 (Optimas
Corporation, 1996).

En cada metafase se obtuvieron longitudes cromosémicas absolutas y relativas
referidas a los brazos corto (p) y largo (q), y total (c), ademas de las bandas
heterocromaticas y la longitud total del complemento haploide (LTCH, para los valores

relativos, la longitud total del complemento = 100%).



Para cada cromosoma se calcul6 la posicion del centromero segun el indice
braquial, r = g/p (Levan et al., 1964), y la posicion de las bandas heterocromaticas
intercalares mediante el indice di = d x 100/a (d = distancia desde el centromero hasta el
centro de la banda, a = longitud del brazo cromosémico respectivo; Greilhuber & Speta,
1976). La terminologia adoptada para denominar las bandas heterocromaticas fue la
siguiente: pe = banda pericentromérica, cuando ocupa el centrdmero y regiones adyacentes
de ambos brazos cromosémicos; t = banda terminal, cuando se encuentra en posicion
telomérica; i = banda intercalar, cuando se ubica en cualquier posicién a lo largo de los
brazos cromosdmicos, exceptuando las antes mencionadas. Las diferentes longitudes
correspondientes a un mismo brazo o banda de cromosomas homdlogos fueron combinadas
en valores medios. Las mediciones absolutas incluyen media y desviacion estandar.

Con los datos obtenidos se elaboraron los idiogramas correspondientes, utilizandose
para la descripcion y ordenamiento de los cromosomas la nomenclatura de Levan et al.
(1964) del siguiente modo: “m” 0 metacéntrico (r = 1,00 — 1,69), “sm” o submetacéntrico
(r=1,70 —2,99), “st” o subtelocéntrico (r = 3,00 — 6,99). En los idiogramas los
cromosomas se acomodaron en grupos conforme al indice braquial creciente y, dentro de
cada grupo, se los ordend acorde a su longitud total (c) decreciente. Cuando los
cromosomas no poseian marcadores para su segura identificacion, fueron agrupados segin
su parentesco morfolégico. En las diferentes especies, los cromosomas que tienen el mismo
nlmero no son necesariamente homedlogos.

En el caso de los satélites se empled la terminologia de Battaglia (1955), segun se
sefiala a continuacion: “microsatélite”, un satélite esferoidal de pequefio tamafio, es decir,
tiene un didmetro igual o menor que la mitad del diametro cromosomico que lo porta, y
“macrosatélite”, un satélite esferoidal de gran tamafio, es decir, que tiene didmetro mayor
que la mitad del didametro cromosémico que lo porta. La longitud de los satélites fue
adicionada a la longitud de los brazos cromosomicos correspondientes. La longitud de las
constricciones secundarias (regiones organizadoras nucleolares o NORSs) siempre fue
excluida de las mediciones.

Se cuantificd la asimetria cariotipica segun los indices propuestos por Romero
Zarco (1986), A1 y Ay, a saber:

-Indice de asimetria intracromosémica 0 A; = 1 - [(Z bi/B;i) / n]



donde b;y Bjson las medias de los brazos cortos y largos, respectivamente,
correspondientes a cada par de cromosomas homaologos y n es el nimero de pares de
cromosomas homdlogos del complemento.

-Indice de asimetria intercromosomica o A, =s/x

donde s es la desviacion estandar y x es la media de las longitudes cromosémicas
del complemento.

También se empled la clasificacion de Stebbins (1971) que establece categorias de
asimetria de cariotipos teniendo en cuenta, por un lado, la razén entre las longitudes del par
mayor Yy el par menor del complemento (R), y por otro lado, la proporcién de pares de
cromosomas con r mayor o igual a 2.

Por ultimo, se llevo a cabo un andlisis filogenético mediante algoritmos de
parsimonia empleando TNT (Goloboff et al., 2003) que permite la utilizacion de caracteres
cuantitativos continuos y la optimizacién de caracteres. El soporte de los clados se evaluo
con “jacknife” con mil repeticiones. Para ello, se registraron 16 caracteristicas citoldgicas y
una morfoldgica (ver Tabla 10) de las especies de Exodeconus aqui analizadas y una

especie de Deprea.

IV. RESULTADOS

Se estudiaron los cromosomas mitéticos de 4 especies de Exodeconus, mediante los

métodos que se detallan a continuacion.

1)  Tincion clésica

Los 4 taxones estudiados poseen 2n = 2x = 24 y un cariotipo constituido por 6 pares m
(nos. 1-6), 4 pares sm (nos. 7-10) y 2 pares st (nos. 11y 12) en E. maritimus; 7 pares m
(nos. 1-7), 3 pares sm (nos. 8-10) y 2 pares st (nos. 11y 12) en E. prostratus y E. flavus, y 9
pares m (nos. 1-9) y 3 pares sm (nos. 10-12) en E. integrifolius. Los cromosomas de las
especies estudiadas son pequefios, variando la longitud cromosémica (c) entre 0,86 umy
1,44 um. Metafases somaticas tefiidas con la técnica de Feulgen se presentan en la Fig. 7.
En la Tabla 2, se detallan las formulas y las longitudes cariotipicas (LTCH). La longitud

total (absoluta y relativa), indice braquial y tipo de cromosoma se detallan en la Tabla 3



(ver Material Suplementario); los idiogramas elaborados con las medidas respectivas se

muestran en la Fig. 8.

TABLA 2. Comparacion entre los cariotipos de cuatro especies de Exodeconus (2n =
24) mediante tincion con Feulgen. Abreviaturas: LTCH, longitud total del complemento
haploide; m, cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico. * Valor

promedio y desviacion estandar.

Taxon Formula cariotipica (n) LTCH* (um)
E. maritimus 6m+4sm+2st 17,69 (3,66)
E. prostratus 7m+3sm+2st 13,91 (1,43)
E. flavus 7m+3sm+2st 12,79 (2,36)
E. integrifolius 9m + 3 sm 12,93 (1,22)

1) Bandeo de fluorescencia

Nucleos interfasicos y metafases somaticas tefiidos con fluorocromos se muestran en las
Figs. 9 - 13 respectivamente (ver Figs. 10-13 en Material Suplementario).

En la Tabla 4 se detallan la férmula y la longitud cariotipica (LTCH), los pares
cromosomicos con NORs, la cantidad y tipo de heterocromatina, el maximo numero de
bandas por complemento y de pares con bandas que presenta cada taxon estudiado y la
posicién de las bandas. En la Tabla 5 (ver Material Suplementario) se detallan las
mediciones cromosomicas efectuadas en las muestras examinadas, con las cuales se

elaboraron los idiogramas respectivos (Fig. 14).



Fig. 7. Metafases somaticas de especies de Exodeconus (2n = 24) tefiidas con Feulgen. A-
B. E. maritimus. C-D. E. prostratus. E-F. E. flavus G-H. E. integrifolius. En B. y H. falta
un cromosoma. Las puntas de flecha indican los satélites. Escala= 10 pm.
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Fig. 8. Idiogramas de las especies de Exodeconus (2n = 24) representando el complemento

cromosomico haploide, obtenido mediante tincion con Feulgen. Se agruparon los

cromosomas con alta similitud. Escala =5 pm.

E. maritimus

3-4 5 6 4

m
\ \ \ | | [ |
\ 1 [ | | O |
1 2-6 7
E. flavus
m
L] ] [ ] ]
L] [ \ \ l ‘
1 2-6 7

sm st
] \ \
O
8-10 11-12
sm st
58 85
8 9 10 11-12
sm st
sl = 8 5
8 9 10 11-12
sm

9 10 11-12



Fig. 9. Nucleos interfasicos de especies de Exodeconus (2n = 24) con bandeo de
fluorescencia. A, C, E, G. Bandeo CMA.. B, D, F, H. Bandeo DAPI. A-B. E. maritimus. C-
D. E. prostratus. E-F. E. flavus. G-H. E. integrifolius. Escala = 10 um.




TABLA 4. Comparacion entre los cariotipos de cuatro especies de Exodeconus (2n = 24) medidos mediante bandeos de
fluorescencia. Abreviaturas: NOR, region organizadora nucleolar; LTCH, longitud total del complemento haploide; Hc,
heterocromatina; bhc, bandas heterocromaticas; m, cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico; t, banda

terminal; i, banda intercalar; pe, banda pericentromérica. * Valor promedio y desviacion estdndar (). ** Valores expresados como
porcentajes de LTCH, referidos al contenido de heterocromatina luego de la triple tincion CMA/DA/DA.

LTCH*

Taxon Pares con Méax. n® | Max. n° Posicion de
NOR (um) Contenido de Hc** de de pares bhc
Total | NOR- | Interca- | Pericentro- | Termi- | bandas con
asociada lar mérica nal por bandas
comple-
mento
haploide
E. maritimus | 1,2,6 (m), | 29,13 | 24,68 3,41 0,82 - 20,46 21 12 19t;2 i
Sy7(sm) (4,18) (1 NOR asociada)
E. prostratus | 9y 10 (sm) | 19,56 6,70 1,94 - 2,86 1,89 7 7 2t 5 pe
(1,67) (2 NOR
asociadas)
E. flavus 10 (sm) 18,94 | 18,25 1,34 - 1,27 15,63 25 12 23t 2 pe
(1,48) (1 NOR asociada)
E. integrifolius 10 (sm) 20,88 7,60 2,25 - 1,82 3,50 6 4 St 1pe
(2,85)

(1 NOR asociada)




Fig. 14. Idiogramas de las especies de Exodeconus (2n = 24) representando el
complemento cromosomico haploide, obtenido mediante bandeo de fluorescencia.
Los blogues negros indican bandas CMA+/DAPI-, los bloques grises indican
bandas CMA+/DAPIo, y los bloques jaspeados indican bandas CMA+/DAPI+. Se

agruparon los cromosomas con alta similitud. Escala =5 pm.
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Cantidad, tipo y distribucién de heterocromatina
En general, el patron de bandeo cromosémico obtenido con CMA/DA es inverso al patron
obtenido con DA/DAPI. Todas las especies presentan heterocromatina constitutiva CMA
positiva, DAPI negativa (a partir de ahora designadas como CMA+/DAPI-, es decir,
brillantes con cromomicina, apagadas con DAPI) y heterocromatina CMA/DA positiva
DA/DAPI neutro (denominadas como CMA+/DAPIo, lo que es brillante con cromomicina,
neutras con DAPI); mientras que en el caso excepcional de E. maritimus se observo
heterocromatina CMA positiva y DAPI positiva (designada como CMA+/DAPI+, lo que es
brillante con cromomicina y brillante con DAPI).

La heterocromatina asociada a las NORs, presente en cromosomas con satélites es
siempre CMA+/DAPI-; incluyendo la region distal del satélite y en algunos casos una
pequefia porcion del brazo que lo porta, proximo a las NORs (Fig. 14). En todas las células,
las NORs se muestran como constricciones secundarias en los cromosomas tefiidos con
fluorocromos, siempre CMA+/DAPI- (Figs. 10 - 13).

Los satélites adheridos a los cromosomas que llevan la NOR se observan en ambos
miembros del par cromosdmico respectivo. Segun la nomenclatura de Battaglia (1955),
todas las especies estudiadas poseen macrosatélites, de tamafios constantes y esferoidales.

Siempre se encontro correlacion entre el nimero y tamafio de los cromocentros
CMA+ en los nucleos interfasicos y las bandas heterocroméaticas CMA+/DAPI- 6
CMA+/DAPIo, considerando ademas el caso particular de E. maritimus que presenta la
misma correlacion con los cromocentros DAPI+ de los nucleos interfasicos y las bandas
CMA+/DAPI+ (Figs. 9 y 10 — 13 respectivamente).

La cantidad de heterocromatina entre los taxones varia entre 24,68% y 6,70%
(Tabla 4). Las especies con escasa heterocromatina corresponden a E. prostratus (6,70%) y
E. integrifolius con 7,60%, mientras que E. maritimus es la especie que presenta el mayor
porcentaje de heterocromatina constitutiva (24,68%), y le sigue E. flavus con 18,25%.

En general, la proporcion de heterocromatina asociada a las NORs resulta ser
superior a la distribuida en otras localizaciones cromosémicas, con excepcion de E.
maritimus.

A continuacion, se describe el patron de bandeo fluorescente obtenido con la triple

tincion CMA/DA/DAPI para cada taxdn, que permitio la segura identificacion de los



cromosomas por la aparicion de bandas heterocromaticas valiosas como marcadores
distintivos. Dicho patron de bandeo resultd constante en todos los individuos examinados
de cada muestra, registrandose homomorfismo entre las bandas de cromosomas homdlogos,

salvo en casos excepcionales segun se indica para cada taxdn en particular.

Exodeconus maritimus
El cariotipo de este taxon contiene el mayor contenido de heterocromatina de todas las
especies analizadas y el patron de bandeo mas complejo, caracterizado por regiones
heterocromaéticas terminales de diferente tamafio en uno o ambos brazos de todos los
cromosomas del complemento, con excepcion de los cromosomas del par n® 9 que
presentan Unicamente dos bandas intercalares en el brazo largo. Todos los pares del
complemento presentan bandeo (Figs. 10 y 14).

Los pares cromosomicos submetacentricos, n°® 7, n° 8 y n° 10 presentan grandes
bloques heterocromaéticos ubicados en el brazo largo, abarcando casi la mitad del mismo, y
produciendo constricciones, que no corresponden con regiones organizadoras nucleolares;
mientras que presentan bandas de un tamafio considerablemente menor en el brazo corto y
poco llamativas. Los pares metacéntricos n° 1- 5, presentan bandas terminales
CMA+/DAPIlo menos conspicuas en ambos brazos, siendo mas llamativas en los pares n° 1,
n® 2y n°4, y menos llamativas en los pares n°® 3 y n° 5. El tltimo par metacéntrico, el n° 6
presenta una Unica banda terminal en el brazo corto CMA+/DAPI-, asociada a la NOR.

Los pares n° 11 y n® 12, ambos subtelocéntricos, presentan una Unica banda terminal
en el brazo largo, de gran tamafio, y considerablemente notable que produce constricciones
en el mismo, no correspondiéndose nuevamente con regiones organizadoras nucleolares.

Como caracteristica distintiva, esta especie en particular, presenta heterocromatina
CMA+/DAPI+ en las bandas correspondientes a los pares n® 7, 8, 10-12 (Fig. 10), las
cuales corresponden con las bandas heterocromaticas de mayor tamario.

El patron de bandeo fluorescente resulté constante en todos los individuos

analizados.



Exodeconus prostratus
Este taxdn se caracteriza por presentar solamente siete pares del complemento bandeados,
de los cuales cinco presentan banda CMA+/DAPIo pericentromérica y los restantes dos,
bandas terminales CMA+/DAPI- asociadas a NORs (Figs. 11y 14).

Las bandas pericentroméricas rodean de ambos lados al centrdmero en los pares
metacéntricos n® 2 y n° 4 - 6, y en el par submetacéntrico n° 8; presentan un tamafio
uniforme y constante en todos los pares cromosoémicos y en todos los individuos
analizados.

Los pares submetacéntricos n°® 9 y n® 10 presentan las bandas heterocromaticas mas
conspicuas correspondientes al satélite distal y una banda en el brazo corto, vecina a las
NORs. Finalmente en los pares metacéntricos n® 1, n°® 3y n° 7, y en los subtelocéntricos n°
11 y n°12 no se observan bandas.

El patron de bandeo es constante en todos los individuos analizados, registrando
homomorfismo entre las bandas de cromosomas homologos y entre los satélites de los

pares correspondientes.

Exodeconus flavus
El cariotipo de este taxdn se caracteriza por presentar el segundo patron de bandeo méas
complejo del género (Figs. 12 y 14).

Todos los pares del complemento presentan bandas terminales CMA+/DAPIo
distribuidas en ambos brazos de forma simétrica respecto al tamafio, con excepcion de los
pares n° 3y n° 10. En el par metacéntrico n° 3, las bandas son asimétricas, siendo la banda
del brazo largo mas grande que la del brazo corto; mientras que el par submetacéntrico n°
10 se caracteriza por presentar una banda CMA+/DAPI-, méas conspicua en el brazo corto
asociada a la NOR y una menos conspicua en el brazo largo.

Por otro lado, los pares metacéntricos n® 2 y n® 6 se caracterizan por presentar
bandas pericentroméricas CMA+/DAPIlo ademas de las terminales.

Finalmente, el par subtelocéntrico n® 12, presenta Unicamente una banda terminal en
el brazo largo.

El patron de bandeo es constante en todos los individuos analizados, registrando

homomorfismo entre cromosomas homdlogos, excepto en el par n° 10, donde uno de los



homologos presenta la region organizadora nucleolar y la banda terminal asociada a la

misma notablemente mas grandes que la de su compafiero, manifestando polimorfismo.

Exodeconus integrifolius
Presenta nueve pares cromosomicos metacéntricos (nos. 1 - 9), siendo la especie con mayor
cantidad de este tipo de cromosomas de todo el género. Solamente uno de ellos, el par n® 9,
presenta bandas terminales CMA+/DAPIo, poco llamativas y en ambos brazos mientras
que en el resto de los pares no se evidencié bandeo alguno (Figs. 13 y 14).

Los restantes tres pares son submetacéntricos. Los pares n® 10 y n°® 12 se
caracterizan por presentar una banda terminal, CMA+/DAPIo para el parn® 12y
CMA+/DAPI- para el par n° 10, la cual se encuentra ademas asociada a NOR. El par n°® 12
también, presenta una banda terminal en el brazo largo menos conspicua que la del brazo
corto.

El par n° 11 presenta una banda pericentromérica CMA+/DAPIo.

2) Hibridacion in situ fluorescente

Se estudiaron 4 muestras pertenecientes a los 4 taxones analizados. En todas las muestras
examinadas fue posible localizar los loci ribosémicos 45S (Fig. 15).

En el complemento diploide de los taxones estudiados el nimero de loci 45S varia
desde 1 a 5 pares y su patron de distribucién de FISH se asemeja, aunque no
completamente, al correspondiente patron de bandeo heterocromatico especifico
CMA+/DAPI- luego de la tincion fluorescente con CMA/DA/DAPI (Tabla 6, Fig. 15).

En todas las especies, excepto en E. maritimus se encontro que la sefial de FISH de
este locus es de localizacion terminal en pares cromosémicos submetacéntricos de tamafio
grande a mediano. En E. prostratus corresponde con los pares n°9 y n° 10 CMA+/DAPI-
(Fig. 15 B), en E. flavus corresponde con el par n° 10 CMA+/ DAPI- (Fig. 15C), yen E.
integrifolius corresponde con el par n° 10 CMA+/DAPI- (Fig. 15 D).

Exodeconus maritimus en cambio, presenta cinco loci 45S, tres de ellos poseen
localizacion terminal en pares cromosémicos metacéntricos correspondientes a los pares n°

1, n° 2y n° 6, mientras que los otros dos poseen localizacion intercalar en los pares



cromosomicos submetacentricos correspondientes al par n° 7 y al par n° 9 (Fig. 15 A).
Solamente el par n° 6 posee un sitio 45S activo.
Los idiogramas respectivos se muestran en la Fig. 16.

TABLA 6. Datos cromosomicos de los taxones de Exodeconus examinados con
referencia a los genes ribosémicos localizados mediante FISH. Abreviaturas: m,
cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico; p y q, brazo corto y
largo, respectivamente. Todos los loci 45S son terminales, excepto aquellos marcados con *

que son intercalares.

Taxon N° de orden de los NUmero y posicion de
cromosomas con sitios de ADNr
constricciones secundarias

45S
E. maritimus 6 (M) 5 [1 mayor, 4 menores]
(1a;20;6p;70%90%)
E. prostratus 9y 10 (sm) 2 [2 mayores ]
(9 p; 10 p)

E. flavus 10 (sm) 1 [1 mayor]

(10p)
E. integrifolius 10 (sm) 1 [1 mayor]

(10 p)

Por ultimo, el bandeo DAPI observado posterior a FISH evidencio un patron similar
sino igual al generado durante la tincion triple CMA/DA/DAPI en todas las especies
estudiadas, con excepcién de E. maritimus y E. integrifolius (Tabla 7). En E. maritimus, se
evidenciaron bandas pericentroméricas antes no observadas, ubicadas en los pares
metacéntricos n° 1 - 5y en los submetacéntricos n® 7, n® 8 y n° 10, no asi en el par
metacéntrico n® 6 portador del locus 45S y los pares subtelocéntricos, n® 11y 12 (Fig. 17
A). Por otro lado, en E. integrifolius se evidencid un patrén de bandeo distintivo



caracterizado por bandas pericentroméricas en algunos de los cromosomas metacéntricos
(Fig. 17 D).

TABLA 7. Tipos de bandas y heterocromatina luego de aplicar bandeo fluorescente y
FISH en cuatro especies de Exodeconus. Abreviaturas: NOR, regién organizadora
nucleolar; o, DAPI neutro; + DAPI positivo; - DAPI negativo. * Las bandas terminales de
E. prostratus estan asociadas a las NORs.

Especies Heterocromatina Triple tincion DAPI/FISH
E. matirimus NOR CMA+/DAPI- (0)
CMA+/DAPIo (+)
Bandas terminales

CMA+/DAPI+ (+)
Bandas intercalares CMA+/DAPIo +)

Bandas pericentroméricas - -
E. prostratus NOR CMA+/DAPI- (0)
Bandas terminales* CMA+/DAPIo +)

Bandas intercalares - -
Bandas pericentroméricas CMA+/DAPIo (+)
E. flavus NOR CMA+/DAPI- )
Bandas terminales CMA+/DAPIo (+)

Bandas intercalares - -
Bandas pericentroméricas CMA+/DAPIo (+)
E. integrifolius NOR CMA+/DAPI- (+)
Bandas terminales CMA+/DAPIo (+)

Bandas intercalares - -
Bandas pericentroméricas CMA+/DAPIo (+)




Fig. 15. Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafasicos de
Exodeconus utilizando sondas de los genes de ARNr 45S. La fluorescencia roja indica
hibridacién de la sonda 45S marcada con biotina, que fue detectada con anticuerpos
conjugados con TRITC. Los cromosomas fueron tefiidos con DAPI (azul). A. E. maritimus.
B. E. prostratus. C. E. flavus. D. E. integrifolius. En E. maritimus la sonda 45S no se
observa para los dos homologos del par n°7 para esta metafase en particular, pero si se
observd en otras metafases analizadas. Los cromosomas homologos identificados que
portan sitios ribosémicos se indican con la misma numeracion que en los idiogramas

respectivos. Las puntas de flecha sefialan las NORs activas. La escala representa 10 pm.




Determinacién del nimero cromosdémico y caracterizacion citogenética del género EXODECONUS (SOLANACEAE)

Fig. 16. Idiogramas de las especies de Exodeconus (2n = 24) representando el complemento

cromosomico haploide, obtenido mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH). Las

bandas de color rojo indican los sitios 45S. Escala= Spum.
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Fig. 17. Patron de bandeo DAPI luego de hibridacién in situ (FISH) en cromosomas
metafasicos de Exodeconus (2n = 24). A. E. maritimus. B. E. prostratus. C. E. flavus. D. E.
integrifolius. Los cromosomas homdlogos identificados que portan sitios ribosémicos se
indican con la misma numeracién que en los idiogramas respectivos. Las puntas de flecha

sefialan las NORs activas. La escala representa 10 pum.




Asimetrias y similitudes cromosomicas

En general los cariotipos son simétricos, teniendo como referencia tanto la posicion del
centromero como las longitudes cromosomicas (Tabla 8). Una vision integral de la
similitud cromosdmica entre las especies analizadas se muestra en la Figs. 8 y 14.

En su mayoria los cariotipos de las especies estan constituidos por cromosomas m,
completandose generalmente la formula cariotipica con cromosomas smy otras veces
también con cromosomas st.

Los indices braquiales obtenidos en los cromosomas m presentan un rango de 1,08 a
1,59, mientras que el rango de r para los cromosomas sm es de 1,74 a 2,48 y para los st es
de 3,02 a 3,89 (Tabla 8).

La longitud cromosodmica promedio de todas las especies se ubica entre 1,00 a 3,11
pm.

Segun la clasificacion de asimetria cariotipica de Romero Zarco, la cuantificacion
del indice A; alcanza valores ubicados entre 0,27 y 0,34. Mientras que el indice A, alcanza
valores ubicados entre 0,11 y 0,19 (Tabla 8).

E. maritimus posee el cariotipo con la mayor asimetria intracromosémica (A; =
0,34), mientras que E. integrifolius muestra el menor indice (A; = 0,27). Por otra parte, E.
maritimus muestra, ademas, la mayor asimetria intercromosoémica (A, = 0,19) y la mayor
relacion entre el par cromosémico mas largo y el par méas corto (R = 2,46). Las muestras
con cromosomas mas similares entre si, es decir, con la menor asimetria intercromosémica
e indice R mas bajos son E. prostratus (A, =0,11; R =1,37) y E. flavus (A, =0,13; R =
1,89).

Acorde a la clasificacion de Stebbins (1971), la mayoria de las especies (75%)
pertenecen a la categoria 2A (E. prostratus, E. flavus y E. integrifolius), mientras que el
25% restante a la categoria 2B (E. maritimus).

Por ultimo, el tamafio de los cromosomas medidos en CMA y medidos en Feulgen
varia en una razon de 0,65 en promedio, detallandose los valores para cada especie en la
Tabla 9.



TABLA 8. Asimetrias y similitudes cromosdmicas de cuatro especies de Exodeconus. Abreviaturas: NOR, region organizadora
nucleolar; bhc, bandas heterocromaéticas; m, cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico; r, indice braquial; AS,
clasificacion de Stebbins (1971); A, indice de asimetria intracromosomica; A,, indice de asimetria intercromosémica; R, razon entre

la longitud del par mayor y el menor del complemento.

Taxony indice braquial (r) Longitud A A, AS R
colector cromosémica
promedio(min. —
max.)

E. maritimus m=1,13-1,20 1,26 - 3,11 0,34 | 0,19 2B 2,46
sm=1,80-1,92
st=3,02 - 3,07

E. prostratus | m=1,11-1,22 1,35-1,85 0,31 | 0,11 2A 1,37

sm=1,74-194
st=3,83-3,89
E. flavus m=1,10- 1,59 1,00 - 1,89 033 | 013 | 2A | 1,89
sm=1,79-1,94
st=3,08 - 3,28
E m=1,08 - 1,57 1,28 - 2,19 0,27 | 0,15 2A 1,71

integrifolius
sm=2,15-2,48




TABLA 9. Promedios de la relacion de las medidas cromosomicas luego de aplicar
técnica clésica y bandeo fluorescente. Abreviaturas: ¢, valor promedio de la longitud total
del par cromosémico.

Par ¢ (Fluorescencia) c (Feulgen) Proporcion
Feulgen/Fluorescencia

1 2,19 1,36 0,62
2 1,99 1,28 0,64
3 1,87 1,21 0,64
4 1,82 1,17 0,64
5 1,79 1,12 0,62
6 1,58 1,08 0,68
7 2,01 1,23 0,61
8 2,03 1,31 0,64
9 1,89 1,23 0,64
10 1,76 1,23 0,69
11 1,62 1,08 0,66
12 1,54 1,02 0,66
PROMEDIO 0,65

Andlisis filogenético

Los caracteres utilizados y su codificacion se detallan en la Tabla 10.
El mapeo de 17 caracteres cromosémicos y un caracter morfoldgico en uno de los

arboles més parsimoniosos se muestra en la Fig. 18.

Fig. 18. Arbol filogenético mas parsimonioso basado en 17 caracteres citol6gicos y uno
morfolégico en cuatro especies de Exodeconus y una de Deprea. Los valores “jacknife” se
muestran debajo de las ramas. Los caracteres que resultan diagndsticos se indican por una

barra arriba de las ramas.
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El arbol revela que un caracter, la longitud total del complemento menor a 20 pum,
(14/0, caracter 14 - estado 0), es sinapomorfico para Exodeconus con respecto a Deprea.
Por su parte, E. maritimus posee dos autapomorfias ya que en el género es la especie que
presenta mayor nimero de cromosomas sm Y el cariotipo mas asimétrico (6/4 y 13/1). Tres
especies, E. flavus, E. prostratus y E. integrifolius presentan las NORs localizadas en
cromosomas que no son metacéntricos (5/1, 2), ausencia de bandas heterocromaticas
CMA+ intercalares (8/0) y ausencia de heterocromatina CMA+/DAPI+- (10/0). Por otro
lado, E. flavus es el Gnico taxon con flores amarillas (17/3). El clado formado por E.
prostratus y E. integrifolius esta apoyado por presentar un bajo nimero de bandas
heterocromaéticas (11/0), y porque no todos los cromosomas del complemento las portan
(12/1). Exodeconus prostratus exhibe varias caracteristicas propias, ya que es la Unica
especie con dos pares de NORs (4/2), los cuales se ubican en dos cromosomas sm (5/2 'y
16/1), y por poseer flor completamente violeta (17/2). Finalmente, Exodeconus integrifolius

es el Unico taxdn del género que no posee cromosomas st (7/0).



TABLA 10. Matriz basica de datos utilizada en el analisis filogenético cromosdmico de especies de Exodeconus y Deprea. Todos los valores corresponden
al complemento haploide. La codificacién usada fue la siguiente: nimero de regiones organizadoras nucleolares activas (n"° NOR): 1 = 1, 2 = 2; posicion de
NORs activas (pos NOR): 0 = cromosoma m, 1 = cromosoma sm, 2 = dos cromosomas sm; nimero de cromosomas smy st (n°crsm, n°crst):0=0,1=1,2=
2, 3 =3, 4 = 4; presencia/ausencia de bandas heterocroméaticas CMA+DAPI-/o intercalares (bhci CMA+): 0 = ausencia, 1 = presencia; presencia/ausencia de
bandas heterocromaticas CMA+DAPI-/o pericentroméricas (bhcp CMA+): 0 = ausencia, 1 = presencia; presencia/ausencia de bandas heterocromaticas
CMA+DAPI+ (bhcp CMA+/DAPI+): 0 = ausencia, 1 = presencia; maximo nimero de bandas heterocromaticas (n° bhc): 0 =3 a 15, 1 = mas de 16; maximo
naimero de cromosomas con bandas heterocromaticas (n° cr bhc): 0 = 12, 1 = menos de 12; indice de asimetria de Stebbins (AS): 2A = 0, 2B = 1; longitud total
del complemento haploide medido con Feulgen (LCH): 0 = menor a 20 um, 1 = mayor a 21 um; nimero de identificacion del cromosoma con el primer o Unico
sitio 45S (45S 1°): 1 =6 (m), 2 =9 (m), 3 = 10 (sm); nimero de identificacion del cromosoma con el segundo sitio 45S (45S 2°): 0 = ausencia, 1 = 10 (sm); color
de la flor (flor): 1 = blanca con garganta violeta, 2 = violeta, 3 = amarilla, 4 = verdosa; longitud cromosémica media (c), indice braquial medio (r), razén entre la
longitud del cromosoma mayor y menor (R) y cantidad de heterocromatina total expresada como porcentaje de la longitud total del complemento (Hc). sac = D.
sachapapa, mar = E. maritimus, int = E. integrifolius, pro = E. prostratus, fla = E. flavus.

n° pos n°cr n°cr  bhci bhcp bhcp n° n° AS LCH n°cr45S  flor

Especie ¢ r R Hc  NOR NOR  sm st CMA CMA CMA+/  Dbhc  crom
+ + DAPI+ bhc 10 20

N° de

caracter 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
sac 291 142 1,43 14,90 1 0 3 0 1 0 1 1 0 0 1 2 0 4
mar 243 1,73 246 24,30 1 0 4 2 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1
int 1,74 150 1,71 595 1 1 3 0 0 0 0 0 1 0 0 3 0 1
pro 163 1,77 137 6,74 2 2 3 2 0 1 0 0 1 0 0 2 1 2

fla 1,58 1,71 189 1825 1 1 3 2 0 1 0 1 0 0 0 3 0 3




V. DISCUSION

Exodeconus, ubicado dentro de la familia Solanaceae, posee x = 12, ciertamente el nimero
basico mas comun de esta familia, apareciendo en mas de la mitad de las especies
estudiadas hasta el momento (Badr et al,. 1997; Hunziker, 2001; Acosta et al., 2005;
Chiarini et al., 2010). Por ende, este trabajo confirma la hipotesis previamente establecida,
habiendo sido posible la delimitacion de las especies mediante el analisis de sus cariotipos

y la determinacion del nimero cromosémico del género como 2n = 24.

Consideraciones cariotipicas

Todos los resultados obtenidos en este trabajo representan los primeros registros para el
género y seran contrapuestos con resultados citoldgicos obtenidos en otros géneros de la
familia Solanaceae.

Exodeconus esta formado por especies que se caracterizan por poseer cariotipos
con cromosomas pequefios, una o dos NORs activas por complemento haploide, gran
variacion en la cantidad de heterocromatina rica en GC, patrones de bandeo que van desde
complejos (E. maritimus y E. flavus) a simples (E. prostratus y E. integrifolius), y una alta
variabilidad interespecifica, que puede identificarse en las diferentes variables citoldgicas
consideradas (formula cariotipica, asimetria, tipo, distribucion y tamafio de las bandas
heterocromaticas, cantidad y localizacion de genes ribosomales entre otros).

En Solanaceae, la mayoria de los cromosomas son m o sm, e. g. Badr et al., 1997,
Chiarini et al., 2010 y Scaldaferro et al., 2013. El presente estudio demuestra que las
especies de Exodeconus siguen este patron, exhibiendo un cariotipo con predominancia de
cromosomas m, siendo E. integrifolius la especie con mayor cantidad.

Respecto a la asimetria cariotipica, el género se caracteriza por un indice de
asimetria intercromosémica (A;) bajo, siendo la especie méas simétrica E. integrifolius y la
menos simetrica E. maritimus. Exodeconus prostratus y E. flavus poseen valores
intermedios. Esto es apoyado por el hecho de que la mayoria de las especies examinadas
resultan en la categoria 2A de la clasificacion de Stebbins, por poseer predominantemente
cromosomas m de tamafio homogéneo; hace excepcion, E. maritimus, que pertenece a la

categoria 2B, ya que posee una diferencia maxima de 1,85 um entre el cromosoma de



mayor tamafo y el de menor tamafio. Teniendo en cuenta esto, Stebbins (1971) propuso
que a mayor grado de asimetria cariotipica, mayor grado de especializacion, siendo E.
maritimus una de las especies con mayor distribucion geogréfica, pudiéndose encontrar
tanto en regiones de playa y costeras como en regiones de moderada altitud, principalmente
en el Ecuador y distribuyéndose hacia el sur de Pert (Axelius, 1994). Las otras especies
suelen estar restringidas a altitudes mas bajas y ambientes costeros, como ocurre con E.
prostratus, a islas como ocurre en E. miersii, 0 a altas altitudes (1500-2500 msm) como se
puede observar en E. pusillus, E. integrifolius y E. flavus.

Es importante enfatizar que la constancia en el nimero cromosémico y morfologia
cariotipica encontradas en Exodeconus también ha sido observada en otros estudios
citogenéticos de otros géneros de Solanaceae, como Capsicum L. (Pozzobon et al., 2006),
Solanum L. (Bernardello & Anderson, 1990; Pillen et al., 1996, sub nom. Lycopesicum) y
Cestrum L. (Fernandes et al., 2009), todos ellos con 2n = 24.

Por otro lado, teniendo en cuenta el tipo de heterocromatina constitutiva, los
cariotipos de todos los taxones examinados se caracterizan por poseer heterocromatina
CMA+/DAPI- y heterocromatina CMA+/DAPIo. Unicamente E. maritimus evidencia,
ademas, heterocromatina CMA+/DAPI+, resultando evidente que este ltimo tipo de
heterocromatina ha tenido un origen diferente al resto de la heterocromatina encontrada en
el género.

En Exodeconus, la distribucion de la heterocromatina se presenta de forma disimil
entre especies, pero todas comparten la presencia de bandas terminales en menor 0 mayor
cantidad, asociadas 0 no a NORs. Esto coincide con otros géneros de Solanaceae, donde se
evidencia generalmente la ubicacion de la heterocromatina en posicion terminal (Moscone,
1993, 1996, 2007; Scaldaferro et al., 2013). Ademas, E. maritimus y E. flavus tienen una
distribucion equilocal de bandas terminales en aproximadamente la mitad de los
cromosomas no homologos del cariotipo (la banda se encuentra en igual posicion tanto en
el brazo corto como en el brazo largo), sugiriendo evolucion paralela para la dispersion de
heterocromatina en los mismos y heterocromatina formada probablemente por repeticiones
similares. En relacién a esta rasgo, Schweizer & Loidl (1987) expusieron un modelo, en el
cual se propone que las bandas heterocromaticas se ubican en posiciones similares

(equidistancia) en cromosomas no homologos, probablemente causado por crossing-over



desigual durante la profase | meidtica o transposicion en interfase mitotica lo cual se veria
favorecido por la orientacion de Rabl. Contrariamente, datos basados en distribucion de la
heterocromatina en especies con cromosomas holocéntricos sugieren que una equidistancia
exacta no es esperada (Guerra, 2000). Diferentes brazos de diferentes cromosomas pueden
tener distinto grado de condensacion/descondensacion, pudiendo entonces, ser muy
diferente la distancia entre una banda y el centromero en brazos no homologos (Okada,
1975; Fukui & Mukai, 1988). Por lo tanto, este hecho mas bien, tendria relacién con
similitudes estructurales o funcionales de esas regiones cromosomicas que las hace
igualmente receptivas para instalar y amplificar secuencias iguales o similares de ADN (Fry
& Salser, 1977; Flavell, 1982).

El tamafio de los cromosomas resulta otro factor importante a tener en cuenta en la
distribucion de la heterocromatina. Bandas proximales, esto es, ocupando una posicion que
no sea en los extremos de los brazos cromosémicos (bandas intercalares o
pericentroméricas), son mas comunes en cariotipos con cromosomas pequefios y decrecen
en frecuencia con el aumento del tamafio de los mismos (Guerra, 2000). En Exodeconus,
los cariotipos con cromosomas mas pequefios pertenecen a E. prostratus y E. flavus,
coincidiendo en que ambos poseen la mayor cantidad de bandas proximales. En este caso,
también existe equilocalidad de las bandas en cromosomas no homologos.

No se descarta la posibilidad de la existencia de heterocromatina adicional que no
haya sido posible su deteccion por la triple tincion CDD, teniendo en cuenta también el
pequefio tamafio de los cromosomas, lo que podria dificultar su visualizacion. Segun Redi
et al., (2001) el nimero de repeticiones, mas que la especificidad de secuencias, son las
determinantes de las propiedades de tincion del ADN heterocromatico. Consecuentemente,
la ausencia de bandas no indica necesariamente falta de heterocromatina. Por lo tanto existe
cierto limite, mas alla del cual la heterocromatina puede ser invisible a nuestros ojos. Aun
asi, el patron de bandeo observado se mantuvo constante en todos los individuos analizados
y en todas las metafases dentro de cada individuo de cada especie, demostrando
conservarse las caracteristicas citoldgicas de las mismas.

El bandeo de fluorescencia permitié revelar ademas, que la variacién entre
cromosomas homalogos esta practicamente restringida al polimorfismo de la

heterocromatina asociada a las NORs y estrictamente limitado a una sola especie, E. flavus.



Esta observacion coincide con lo obtenido para otros géneros de Solanaceae (Moscone,
1989; Moscone et al., 1995; Deanna et al., 2014) y podria ser causado por varios factores
como diferente nimero de repeticiones de los genes ribosomales, el nivel de transcripcion,
el efecto del pre-tratamiento con inhibidores del huso acromatico, el nivel de condensacion
de la cromatina en la NOR o incluso rearreglos estructurales que incluyen mutaciones en
cromosomas somaticos (Suda, 1975; Jiménez et al., 1988; Zurita et al., 1999; Sato, 1981).
Ademaés es comun en las Solanaceae encontrar estas regiones (NORs) ligadas a los brazos
cortos de cromosomas m o sm (Menzel, 1950; Acosta et al., 2005; Stiefkens & Bernardello,
2005; Bernardello et al., 2008; Rego et al., 2009; Chiarini et al., 2010; Moyetta et al.,
2013; Scaldaferro et al., 2013), como es observado también en los taxones aqui analizados.
Se conoce que una de las aplicaciones mas importantes de la hibridacion in situ
fluorescente ha sido su uso como herramienta en el mapeo fisico de genes. Los nimeros y
posiciones de los loci de ADNr son caracteres Utiles en la identificacion de sitios
cromosomicos morfolégicamente similares, y operan como marcadores evolutivos entre las
especies. En Exodeconus, se localizan siempre en posicion terminal, como ocurre en otros
géneros de Solanaceae, p. e. Capsicum (Moscone et. al.,1995) y Nicotiana L. ( Lim et al.,
2000). Exodeconus maritimus, presenta adicionalmente cuatro sefiales 45S ubicadas tanto
en cromosomas metacéntricos (en posicién terminal) como submetacéntricos (en posicion
intercalar), manteniéndose constantes entre individuos en nimero y posicién. En la mayoria
de los géneros de plantas, se ha observado que las especies diploides generalmente
contienen un solo par de NORs (Raina & Khoshoo, 1971). Solo en unos pocos casos una
especie diploide contiene méas de dos pares de NORs. Cuando se han identificado
numerosos loci ADNr, éstos se encuentran en cromosomas carentes de NORs, coincidiendo
con el caso de E. maritimus anteriormente mencionado. Sin embargo, aquellos sitios suelen
ser considerados como sitios inactivos, es decir, que no sintetizan ARN ribosémico. Incluso
en aquellas especies diploides con méas de dos pares NORs ha sido demostrado que
solamente dos de esos sitios permanecen activos (p. e. Arachis cardenassi - Raina &
Mukai, 1999). La aparicion de estos loci 45S inactivos podria ser evidencia de evolucién
cromosOmica, via rearreglos estructurales como inversiones y translocaciones y/o
transposiciones. Existen evidencias que sugieren que el remodelado, tamafio y

posicionamiento de sitios de ADNr podria estar relacionado con la transposicion de genes o



con elementos transponibles que juegan un rol importante en la evolucidén gendmica de las
plantas (Dubcovsky & Dvorak, 1995; Raskina et al., 2004; Datson & Murray, 2006).

En este estudio, la presencia de un organizador nucleolar en el par cromosémico n°
10 con morfologia submetacéntrico permite detectar homeologias cromosémicas en E.
prostratus, E. flavus y E. integrifolius.

Comparando los patrones obtenidos en FISH de los loci de la familia ribosémica
45S con los patrones de bandeo fluorescente se encontrd que se asemejan en nimero,
posicién y tamafio manteniéndose constantes en todos los individuos de todas las especies
analizadas. Lo distintivo a recalcar, es que la contratincién de los cromosomas con DAPI
realizado durante FISH reveld un patrén de bandeo, parecido a un bandeo C, con bandas
heterocromaéticas que fluorescieron més intensamente en determinadas localizaciones
cromosOmicas. En E. maritimus se evidencio un patron de bandeo DAPI+ no observado
hasta el momento, apareciendo bandas pericentroméricas. Este método, al revelar la
presencia de bandas no expuestas hasta el momento sugiere la existencia de otros tipos de
heterocromatina. Asimismo, es posible observar un bandeo DAPI+ en otras regiones de los
cromosomas, tanto en E. maritimus como en el resto de las especies, coincidentes con el
bandeo CMA+ generado por la triple tincion. Se sabe que heterocromatina rica en pares GC
puede también reaccionar con DAPI para producir bandas CMA+/DAPlo 0 CMA+/DAPI+
(Barros & Guerra, 2010). De la misma forma, cuando el DAPI es utilizado como
fluorocromo durante FISH, las bandas CMA+ tienden a visualizarse como DAPI+,
produciendo un falso DAPI+ (Hoshi et al., 1999; Koo et al., 2005), p.e. esto puede
observarse con la heterocromatina asociada a las NORs la cual siendo CMA+ /DAPI- se
observa DAPIo en E. maritimus y E. prostratus y DAPI+ en E. flavus y E. integrifolius.
Investigaciones sugieren que los cambios ocurridos en la cromatina durante el
procedimiento, afectan la especificidad de la reaccién, permitiendo que un bandeo DAPI
menos especifico se evidencie. La desnaturalizacion con formamida o la exposicion al calor
parecen ser los responsables del patron de bandeo disimil en la mayoria de los casos. Por
ende, bandas DAPI+ no necesariamente son indicativas de heterocromatina rica en pares
AT, por el contrario, la tincion con CMA siempre revela heterocromatina rica en pares GC
(Barros & Guerra, 2010).



Evolucion del cariotipo

El uso de datos cariotipicos en taxonomia, tradicionalmente referida como
citotaxonomia o cariosistematica (Greilhuber & Ehrendorfer, 1988), contribuye a evaluar
las relaciones entre especies 0 poblaciones y de esa forma comprender mejor las relaciones
y la forma en que divergieron esos linajes (Guerra, 2008).

Los resultados presentados aqui ubican a E. maritimus en una posicién basal, con el
cariotipo més asimétrico. Exodeconus flavus, E. prostratus y E. integrifolius resultan
asociados por compartir la mayor cantidad de caracteres citologicos y finalmente, E.
prostratus y E. integrifolius se agrupan con un mismo nodo distal ya que, ademas,
comparten un menor nimero de bandas heterocromaticas (Fig. 18).

La filogenia obtenida con caracteres morfoldgicos en Axelius (1994) mostraba
coherencia con la biogeografia del género, estando representados los clados de acuerdo a su
localizacion geografica e indicaba a E. maritimus y E. miersii como las especies basales del
género. La distribucion de estas especies en las Islas Galapagos, Ecuador y norte de Peru
permiten hipotetizar su centro de origen en esta zona, Yy su posterior diversificacion hacia el
sur (Navarro et al., 2012). Una vez mas los resultados indican que las especies de
Exodeconus muestran una diferenciacién clara entre si. Analisis filogenéticos de secuencias
de ADN en desarrollo en nuestro laboratorio confirman la monofilia del género (Carrizo
Garcia et al. comunicacién personal), por lo que finalmente se lograra optimizar el anélisis
filogenético cuando se superpongan los datos cromosoémicos aqui obtenidos sobre los
arboles filogenéticos obtenidos a partir de las secuencias de ADN. El valor de los caracteres
morfolégicos para la reconstruccion de las relaciones filogenéticas y la clasificacion en
plantas ha sido enfatizado en diversos grupos vegetales (Scotland et al., 2003; Wiens, 2004;
Tate et al., 2009). En Nierembergia, el agrupamiento de sus especies mediante datos
carioldgicos resulto consistente con la filogenia basada en datos de secuencias del ADN
nuclear y del cloroplasto (Tate et al., 2009).

La carencia de informacion citogenética hasta la fecha de Exodeconus, dificultaba el
estudio comparativo de los cariotipos, limitando una discusion méas profunda sobre la
probable participacion de cambios cromosémicos en la evolucion del género, en sus
procesos de especiacion asi como el establecimiento de algun tipo de especializacién del

genoma en relacion con el habitat. Esto indica la necesidad de realizar estudios



filogenéticos y citogenéticos moleculares mas detallados para determinar el origen de la
heterocromatina o los cambios morfolégicos, que contribuyan con su tratamiento
taxondmico y a evidenciar patrones evolutivos del mismo. Por ende, con el fin de aportar
datos adicionales sobre el género que contribuyan a esclarecer la sistematica y evolucion
del mismo, se propone extender los analisis aqui realizados a las especies faltantes (E.
miersii y E. pusillus) y ampliar los resultados con nuevos analisis citogenéticos y
filogenéticos.



VI.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron datos cromosomicos de cuatro de las seis
especies del género Exodeconus (E. maritimus, E. prostratus, E. flavus y E.

integrifolius).

Se determina el nimero cromosémico del género como 2n = 2x = 24.

Los métodos citogenéticos empleados permitieron identificar y caracterizar a todos

los taxones examinados.

Las técnicas de bandeo cromosoémico y FISH permitieron evidenciar una

variabilidad natural interespecifica en el género.

Se encontraron tres tipos de heterocromatina: CMA+/DAPI-, CMA+/DAPIo,
siendo estas las mas abundantes en el género, y CMA+/DAPI+, solo en E.

maritimus.

Se propone la existencia de heterocromatina que no fue expuesta mediante triple
tincion CDD, pero que pudo observarse luego de FISH.

Existe variabilidad de los loci 45S entre las especies estudiadas. Exodeconus

maritimus se destaca por poseer sitios 45S inactivos.

La presencia de un organizador nucleolar en el par cromosémico n° 10 con
morfologia submetacéntrico permite detectar homeologias cromosomicas en E.

prostratus, E. flavus y E. integrifolius.

La filogenia basada en caracteres citologicos es coincidente con aquella generada

previamente por Axelius, 1994.

10. La filogenia obtenida corrobora a E. maritimus como el taxén basal del género.
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IX. MATERIAL SUPLEMENTARIO

TABLA 3. Medidas de cromosomas somaticos de cuatro especies de Exodeconus (2n =
24) con tincién de Feulgen. Entre paréntesis, luego del nombre de cada especie, se indica
el nimero de metafases y de individuos analizados en cada uno de ellos, respectivamente.
Abreviaturas: r, indice braquial; LTCH, longitud total del complemento haploide; m,
cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico; NOR, region

organizadora nucleolar; X, valor promedio; de, desviacion estandar.

Par Longitud total r Tipo
(a/p)
Absoluta Relativa
(um) (% de LTCH)
x  (de) x  (de)

Exodeconus maritimus, SLG 5586 (8, 5)

1 1,58 (0,32) 8,96 1,13 (0,06) m
2 1,43 (0,18) 8,10 1,20 (0,12) m
3 1,21 (0,27) 6,82 1,14 (0,05) m
4 1,19 (0,29) 6,70 1,25 (0,29) m
5 1,02 (0,19) 5,76 1,21 (0,16) m
6 0,95 (0,08) 5,37 1,48 (0,28) m-NOR
7 1,90 (0,34) 10,75 2,27 (0,43) sm
8 1,87 (0,35) 10,56 2,00 (0,39) sm

9 1,73 (0,30) 9,76 2,22 (0,33) sm




10 1,68 (0,42) 9,52 2,01 (0,83) sm
11 1,57 (0,32) 8,89 3,05 (0,61) st
12 1,56 (0,25) 8,81 3,07 (0,29) st
Exodeconus prostratus, SLG 5657 (10, 5)

1 1,34 (0,13) 9,66 1,10 (0,06) m

2 1,32 (0,15) 9,46 1,20 (0,10) m

3 1,29 (0,15) 9,27 1,32 (0,25) m

4 1,28 (0,19) 9,22 1,10 (0,08) m

5 1,28 (0,18) 9,18 1,17 (0,09) m

6 1,22 (0,18) 8,78 1,12 (0,07) m

7 1,13 (0,15) 8,10 1,27 (0,16) m

8 1,18 (0,15) 8,51 2,05 (0,27) sm

9 1,08 (0,16) 7,74 2,20 (0,30) sm-NOR
10 1,03 (0,17) 7,43 2,27 (0,51) sm-NOR
11 0,94 (0,15) 6,76 3,22 (0,84) st

12 0,82 (0,14) 5,90 3,02 (0,75) st

Exodeconus flavus SLG s/n° (7, 4)

1 1,24 (0,29) 9,70 1,18 (0,12) m

2 1,16 (0,28) 9,04 1,13 (0,06) m

3 1,14 (0,23) 8,95 1,58 (0,18) m




4 1,10 (0,28) 8,61 1,45 (0,46) m
5 1,08 (0,25) 8,45 1,15 (0,18) m
6 1,08 (0,21) 8,43 1,19 (0,18) m
7 0,89 (0,14) 6,96 1,08 (0,03) m
8 1,21 (0,27) 9,47 2,12 (0,38) sm
9 1,14 (0,17) 8,89 1,96 (0,52) sm
10 1,09 (0,21) 8,52 2,85 (0,82) sm-NOR
11 0,88 (0,13) 6,90 3,07 (0,53) st
12 0,78 (0,12) 6,09 3,52 (0,89) st
Exodeconus integrifolius GEB 3944 (4, 3)
1 1,29 (0,14) 9,95 1,16 (0,10) m
2 1,23 (0,13) 9,48 1,18 (0,15) m
3 1,19 (0,12) 9,24 1,08 (0,04) m
4 1,13 (0,08) 8,72 1,17 (0,08) m
5 1,12 (0,11) 8,65 1,22 (0,12) m
6 1,09 (0,15) 8,40 1,13 (0,08) m
7 1,02 (0,09) 7,88 1,17(0,13) m
8 0,97 (0,12) 7,53 1,09 (0,07) m
9 0,97 (0,17) 7,48 1,14 (0,13) m
10 1,10 (0,05) 8,51 2,44 (0,8) sm-NOR
11 0,92 (0,23) 7,13 2,41 (0,08) sm
12 0,91 (0,05) 7,03 2,89 (0,29) sm




TABLA 5. Medidas de cromosomas somaticos de cuatro especies de Exodeconus (2n =

24) mediante bandeo de fluorescencia. Entre paréntesis, luego del nombre de cada

especie, se indica el nimero de metafases y de individuos analizados en cada uno de ellos,

respectivamente, Abreviaturas: r, indice braquial; g, longitud del brazo largo; p, longitud

del brazo corto; bhc, banda heterocromatica; LTCH, longitud total del complemento

haploide; m, cromosoma metacéntrico; sm, submetacéntrico; st, subtelocéntrico; NOR,

region organizadora nucleolar; X, valor promedio; de, desviacion estandar, Las bandas son

terminales excepto aquellas sefialadas con ”: banda intercalar, *: banda asociada a NOR y

" banda pericentromérica. Los numeros entre paréntesis ubicados debajo de la posicién de

bandas intercalares indican la distancia de éstas al centromero (di).

Par Longitud total r Tipo Posicién Longitud de bhc
(a/p) de bhc

Absoluta  Relativa Absoluta  Relativa
(nm) (% de (nm) (% de

LTCH) LTCH)

x  (de) x (de) % (de)
Exodeconus maritimus, SLG 5586 (8, 4)

1 2,83 (0,70) 9,72 1,20 (0,18) m-NOR p 0,25 (0,05) 0,86
q* 0,36 (0,10) 1,23
2 2,48 (0,38) 8,52 1,17 (0,18) m-NOR p 0,19 (0,04) 0,65
q* 0,22 (0,04) 0,75
3 2,08 (0,36) 7,14 1,16 (0,11) m p 0,14 (0,05) 0,48
q 0,16 (0,04) 0,55
4 1,97 (0,24) 6,77 1,16 (0,17) m p 0,19 (0,03) 0,65
q 0,18 (0,03) 0,62




5 1,89 (0,31) 6,51 1,15 (0,09) m p 0,15(0,03) 0,52
q 0,15(0,01) 0,52
6 1,26 (0,30) 4,32 1,13 (0,2) m-NOR p* 0,29 (0,06) 0,99
7 3,11 (0,46) 10,69 1,92 (0,26) sm-NOR p 0,14 (0,03) 0,48
q* 1,07 (0,13) 3,67
8 2,95 (0,46) 10,14  1,95(0,35) sm p 0,16 (0,03) 0,55
q 1,04 (0,22) 3,6
9 2,75 (0,29) 9,44 1,98 (0,17)  sm-NOR g 0,12(0,03) 041
(19,49)
(43,99) 0,12(0,01) 041
10 2,65 (0,39) 9,09 1,80 (0,62) sm p 0,22 (0,01) 0,75
q 0,89(0,13) 3,05
11 2,63 (0,38) 9,04 3,07 (0,50) st q 0,50 (0,17) 1,71
12 2,51 (0,44) 8,63 3,02 (0,45) st q 0,52 (0,11) 1,78
Exodeconus prostratus, SLG 5657 (9, 7)
1 1,85 (0,22) 9,46 1,11 (0,06) m
2 1,78 (0,14) 9,10 1,17 (0,08) m p 0,05 (0,01) 0,25
q" 0,05 (0,01) 0,25
3 1,76 (0,19) 9,01 1,22 (0,21) m
4 1,75 (0,21) 8,93 1,11 (0,06) m p 0,05(0,01) 0,25
q' 0,05(0,01) 0,25
5 1,73 (0,19) 8,82 1,14 (0,11) m p 0,06(0,01) 0,30
q" 0,06(0,01) 0,30




6 1,70 (0,17) 8,71 1,12 (0,10) m p' 0,06(0,02) 0,30
q' 0,06(0,02) 0,30
7 1,66 (0,17) 8,47 1,16 (0,11) m
8 1,71 (0,17) 8,75 1,74 (0,17) sm p' 0,05(0,01) 0,25
q' 0,05(0,01) 0,25
9 1,49 (0,26) 7,64 1,84 (0,27) sm-NOR p 0,17(0,05) 0,87
p* 0,19(0,04) 0,97
10 1,40 (0,21) 7,18 1,94 (0,44) sm-NOR p 0,20(0,07) 1,02
p* 0,17(0,04) 0,87
11 1,37 (0,19) 7,01 3,89 (0,65) st
12 1,35 (0,12) 6,91 3,83 (0,60) st
Exodeconus flavus, SLG s/n° (9, 5)
1 1,89 (0,16) 9,96 1,10 (0,07) m p 0,12 (0,01) 0,63
q 0,15(0,02) 0,79
2 1,71 (0,20) 9,05 1,16 (0,10) m p 0,12(0,01) 0,63
p' 0,06(0,01) 0,32
q 0,12(0,02) 0,66
q' 0,06(0,01) 0,32
3 1,70 (0,18) 8,99 1,59 (0,22) m p 0,14(0,01) 0,73
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Exodeconus integrifolius, GEB 3944 (5, 3)
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Fig. 10. Metafases somaticas luego del bandeo de fluorescencia en E. maritimus (2n = 24).
A, C. Bandeo CMA. B, D. Bandeo DAPI. Los cromosomas homdélogos con bandas
heterocromaéticas se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas respectivos. Las
puntas de flechas sefialan la heterocromatina CMA+/DAPI- asociada a las NORs. La escala

representa 10 pm.




Fig. 11. Metafases somaticas luego del bandeo de fluorescencia en E. prostratus (2n = 24).
A, C. Bandeo CMA. B, D. Bandeo DAPI. Los cromosomas homdélogos con bandas
heterocromaéticas se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas respectivos. Las
puntas de flechas sefialan la heterocromatina CMA+/DAPI- asociada a las NORs. La escala

representa 10 pm.




Fig. 12. Metafases somaticas luego del bandeo de fluorescencia en E. flavus (2n = 24). A,
C. Bandeo CMA. B, D. Bandeo DAPI. Los cromosomas homoélogos con bandas
heterocromaéticas se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas respectivos. Las
puntas de flechas sefialan la heterocromatina CMA+/DAPI- asociada a las NORs. La escala

representa 10 pm.




Fig. 13. Metafases somaticas luego del bandeo de fluorescencia en E. integrifolius (2n =
24). A, C. Bandeo CMA. B, D. Bandeo DAPI. Los cromosomas homdélogos con bandas
heterocromaéticas se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas respectivos. Las
puntas de flechas sefialan la heterocromatina CMA+/DAPI- asociada a las NORs. La escala

representa 10 pm.




