Botanica Complutensis

ISSN-e: 1988-2874 =] EDICIONES
COMPLUTENSE

http://dx.doi.org/10.5209/BOCM.56867

Estudios citogenéticos en cuatro taxones de Canna (Cannaceae) de la provincia de
Buenos Aires, Argentina

Graciela E. Gonzalez', Maria de las Mercedes Ciciarelli? y Cristina H. Rolleri?

Recibido: 16 noviembre 2016 / Aceptado: 10 febrero 2017

Resumen. Se investigaron los nimeros cromosomicos y los cariotipos de tres especies y un hibrido del género Canna,
que crecen en la Argentina y también se encuentran distribuidos en el neotrépico. Mediante una tincién cromosdmica
convencional se analizaron C. indica, C. fuchsina, C. coccinea 'y el hibrido C. x generalis. Todos los taxones estudiados
resultaron diploides (2n = 18). Las tres especies presentaron cariotipos similares simétricos, con cromosomas pequefios,
mayormente metacéntricos aunque con algunos pares cromosoémicos submetacéntricos. En C. coccinea 'y C. fuchsina, y
por primera vez en el género, se aplicd la técnica de bandeo fluorescente DAPI sobre interfases y metafases mitoticas, con
el objetivo de detectar regiones de heterocromatina constitutiva rica en Adenina-Timina (A-T). Los resultados obtenidos
permitieron el reconocimiento de pares cromosémicos y demostraron la utilidad de este método para detectar la variacion
interespecifica en la distribucion cromosdmica de la heterocromatina rica en A-T en Canna. Se sugiere que el material
estudiado de C. x generalis es un diploide en el que el 2n = 18 no contradice la hipodtesis sobre su origen, ya que el nimero
hallado coincide con el de uno de los progenitores, C. indica, y con el que se conoce para otras especies parentales.
Palabras clave: Numero cromosémico; cariotipo; bandeo cromosémico DAPI.

[en] Cytogenetic studies in four taxa of Canna (Cannaceae) from Buenos Aires province,
Argentina

Abstract. Chromosome numbers and karyotypes of three species and a hybrid of the genus Canna growing in
Argentina, and also distributed in the Neotropico, were investigated here. Chromosome counts were performed in C.
indica, C. fuchsina, C. coccinea and the hybrid C. x generalis with the conventional chromosomal stain techniques.
All studied taxa proved to be diploid (2n = 18). Three species showed similar symmetric karyotypes, with mainly
metacentric small and short chromosomes, though some submetacentric chromosome pairs were observed. Fluorescent
DAPI chromosome banding technique was applied on interphases and mitotic metaphases of C. coccinea and C.
fuchsina, this procedure for the first time in the genus, with the aim to detect the presence of regions of constitutive
heterochromatin rich in Adenine-Thymine (A-T). The results obtained allowed the recognition of chromosomal pairs
and demonstrated the usefulness of this method to detecting the interspecific variation in the chromosomal distribution
of A-T rich heterochromatin in Canna. The diploid number 2n=18 found in the studied material of C. x generalis
does not contradicts the hypothesis on its origin, since this chromosome count coincide with the present in one of the
progenitors, C. indica, and is also known for other parental species.
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Introduccion Unidos y México hasta el norte y centro de Ar-
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son originarias de América tropical y subtro-  linesia, Africa y Asia han derivado de plantas,
pical y se distribuyen desde el sur de Estados  rizomas o semillas que fueron llevadas desde
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el neotropico; muchas de las cuales se naturali-
zaron volviéndose incluso invasivas (Ciciarelli
2015).

Tanaka & Koyama (2000) y Tanaka (2001,
2008) realizaron analisis morfoldgicos y mole-
culares y reconocieron unas 20 especies silves-
tres del género. En la Argentina crecen unas
16 especies (Ciciarelli & Rolleri 2008, Cicia-
relli et al. 2010a,b; Passarelli et al. 2014). En
la provincia de Buenos Aires y en gran parte
de la Argentina, tanto especies como hibridos
de Canna crecen cultivadas en jardines, plazas
0, escapadas del cultivo, en el borde de los ca-
minos. El valor ornamental de estas plantas ha
conducido a su hibridacion y asi numerosos ta-
xones carecen de semillas y se reproducen ve-
getativamente por medio de rizomas (Ciciarelli
et al. 2010a). El rasgo mas conspicuo de los hi-
bridos es la presencia de estaminodios anchos,
reflejos, de colores diversos como amarillo
moteado de anaranjado o pardo, anaranjado,
rosado, colorado o purpura. Bailey (1949) los
incluy6 sub C. x generalis Bailey (presencia de
pétalos erguidos) o sub C. x orchioides Bailey
(presencia de pétalos reflejos). Estudios gené-
ticos previos consideraron a algunos de estos
taxones como diploides desinapticos estériles
o alotriploides (Khoshoo & Mukherjee 1970).
Ciciarelli & Passarelli (2015) sefalaron que
la viabilidad del polen era elevada (82,5%) en
la especie silvestre parental C. warscewiczii,
mientras que muy baja (4,5%) en un hibrido
del grupo C. x orchioides.

Los recuentos cromosoémicos de Mahanty
(1970) propusieron para Canna un nimero ba-
sico de x=9, que seria derivado de un tipo an-
cestral con x=11, presente en otras familias de
Zingiberales. Tanaka et al. (2009) estudiaron el
nimero cromosomico y el cariotipo de 22 taxo-
nes de Canna, y sehalaron que casi todas las es-
pecies del género son diploides, con un 2n=18,
con excepcion de C. discolor que es triploide,
con un 2n=27. La relevancia de los estudios
citologicos radica en el hecho que los niimeros
cromosomicos y los caracteres cariotipicos de
un organismo son la expresion fenotipica mas
inmediata del genoma, independientes de efec-
tos externos que puedan distorsionarlos, por lo
que su conocimiento es importante para encarar
estudios sistematicos y filogenéticos (Guerra
2015). A pesar de que las caracteristicas cario-
tipicas de un grupo de especies relacionadas
son generalmente consistentes, frecuentemente
ocurren variaciones estructurales en el nimero,
tamafio y localizacion de los bloques de hete-

rocromatina constitutiva que pueden produ-
cir cambios en el tamaifio y la simetria de los
cromosomas (Poggio et al. 2010). Por lo tanto,
el estudio de la distribucién cromosémica de
la heterocromatina constitutiva es uno de los
aspectos importantes al abordar un analisis ci-
togenético. Por ello resulta de gran utilidad la
técnica de bandeo fluorescente con DAPI que
permite identificar regiones cromosomicas
constituidas por secuencias de ADN altamente
repetido rico en Adenina-Timina (A-T), las cua-
les se observan como bandas DAPI-positivas o
DAPI+ (Sumner 1990).

En la mayoria de los estudios citologicos
realizados en Canna se determinaron los nu-
meros cromosomicos (Offerijns 1936, Roy
& De 1965, Mahanty 1970, Segeren & Maas
1971, Tanaka 2001, Chen et al. 2003), aunque
en solo uno se analizaron caracteristicas cario-
tipicas (Tanaka et al. 2009) y en ninguno se
estudio la distribucion de la heterocromatina
sobre los cromosomas. Por lo tanto, no se co-
noce la utilidad del bandeo DAPI en el analisis
cariotipico de las especies de Canna.

Con el objeto de avanzar en el conocimien-
to de la citologia del género, se estudiaron los
nimeros cromosomicos y las caracteristicas
cariotipicas de tres especies silvestres bonae-
renses y de un hibrido: C. indica, C. fuchsina,
C. coccinea 'y C. x generalis, empleando téc-
nicas de tincidn cromosdémica convencional.
Se aplico bandeo fluorescente DAPI sobre me-
tafases mitoticas de C. coccinea y C. fuchsina
para detectar bloques de heterocromatina
constitutiva que permitan identificar pares de
cromosomas y conocer la potencialidad de esta
metodologia en la caracterizacion citogenética
de los taxones de Canna.

Material y Métodos

Se recolectaron rizomas de C. indica, C.
fuchsina, C. coccinea 'y C. X generalis en hume-
dales de la provincia de Buenos Aires (Argenti-
na). El material de referencia se encuentra depo-
sitado en el herbario de la Facultad de Ciencias
Naturales y Museo (LP) y se cita a continuacion:

Canna indica L. ARGENTINA. Buenos Ai-
res: La Plata: City Bell, Arroyo Rodriguez, Ci-
ciarelli 43 (LP); Calle 473 e/ 23 y 24, Ciciarelli
44 (LP); Ringuelet, 511 y 23, Ciciarelli 45 (LP).

Canna fuchsina Ciciar. ARGENTINA.
Buenos Aires: La Plata: Gonnet, Camino Bel-
grano e/ 507 y 508, Ciciarelli 44 (LP); City Bell,
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Calle 20 y 475, Ciciarelli 45 (LP); Pellegrini e/
Sy 6, Ciciarelli 46 (LP).

Canna coccinea Mill. ARGENTINA. Buenos
Aires: La Plata: City Bell, 18 casi Giiemes; Cicia-
relli 40 (LP); Ringuelet, 526 esq. 10, Ciciarelli 41
(LP); Ensenada: Isla Santiago, Ciciarelli 42 (LP).

Canna x generalis Bailey. ARGENTINA.
Buenos Aires: La Plata: Gonnet, Camino Bel-
grano y 488, con estaminodios anchos, reflejos
amarillos, moteados de anaranjado. Ciciarelli 47
(LP); Ringuelet, 512 y 22 bis; Ciciarelli 48 (LP).

Los rizomas se colocaron en condiciones de
hidroponia, las raices adventicias se pre-trata-
ron con 8-hidroxiquinoleina (0.002 M) por 3 h
a temperatura ambiente, se fijaron en una solu-
cion de alcohol etilico absoluto-acido acético
(3:1) y se conservaron en etanol 70% a 4 °C.
Para la realizacion de las preparaciones cromo-
somicas los apices radiculares se lavaron en so-
lucién Mcllvaine (acido citrico-citrato de sodio,
0.01M) y se trataron con una soluciéon enzima-
tica de 2% de celulasa (Onozuka R10, Merck)
y 20% de pectinasa (SIGMA P4716) durante 20
min a 37 °C. Para los recuentos cromosomicos
y estudios cariotipicos se aplastaron los apices
radiculares sobre portaobjetos conteniendo una
gota de hematoxilina acética (2%). En micros-
copio optico de luz directa se estudiaron y fo-
tografiaron al menos 15 placas metafésicas por
cada individuo analizado.

Para los bandeos fluorescentes con DAPI
(4’, 6-diamidino-2-fenilindol) se aplic6 el pro-
tocolo de Sumner (1990). Se aplastaron los api-
ces radiculares de C. coccinea 'y C. fuchsina so-
bre portaobjetos con una gota de acido acético
(45%). Las preparaciones se tifieron con 100 pL
de DAPI (1 pg mL" en solucion Mcllvaine) por
30 min, se lavaron en 4 x SSC (Saline-Sodium
Citrate) y se montaron con una gota de Vectas-
hield (Vector). Luego se examinaron con un mi-
croscopio de epifluorescencia (Axiophot, Carl
Zeiss) y se fotografiaron con una camara digital
(CCD, Leica). Las imagenes se integraron con
Adobe Photoshop CS2 v9.0 (Adobe Systems
Incorporated, USA).

Sobre las imagenes digitalizadas se midieron
los parametros cariotipicos empleando Micro-
Measure 3.3 (http://www.colostate.edu/depts/
biology/micromeasure). Se determinaron las
formulas cariotipicas estimando el largo relativo
de los cromosomas y los indices centroméricos
(IC=longitud brazo corto / longitud brazo largo +
longitud brazo corto) de cada par cromosémico.
La nomenclatura cromosémica empleada fue la
propuesta por Levan et al. (1964).

Resultados y Discusion

Los recuentos cromosdmicos mostraron que las
especies analizadas son diploides, con 2n=18
cromosomas (Fig. 1), en concordancia con lo
reportado previamente tanto para estas espe-
cies procedentes de otras localidades como para
otras especies del género (Offerijns 1936, Roy
& De 1965, Mahanty 1970, Segeren & Maas
1971, Tanaka 2001, Chen et al. 2003, Tanaka
et al. 2009).

Los cromosomas son de tamafo pequefio
(1-2,7 um) con variacion gradual. La morfolo-
gia cromosoémica es similar entre las especies
estudiadas, con cromosomas mayormente me-
tacéntricos (m), ya que presentan IC entre 0,49
y 0,40. Ademas, se observo un par cromoso-
mico submetacéntrico-subtelocéntrico (sm-st),
con IC promedio menor a 0,375. Por lo tanto,
los cariotipos son simétricos. Estos resultados
coinciden con trabajos mencionados anterior-
mente y sugieren la uniformidad del niimero
cromosomico en el género Canna.

C. indica posee una foérmula cariotipica
de 8m+1sm-st, donde el par sm-st (IC: 0,33)
mide 1,75 um (Fig. 1A). En C. fuchsina y C.
x generalis, 2n=18 (Fig. 1C), el bajo numero
de células en metafase y el reducido tamafio
cromosOmico no permitieron determinar sus
formulas cariotipicas. Los numerosos taxones
que incluye el grupo C. x generalis proceden
de cruzamientos entre C. indica 'y C. glauca, y
entre C. iridiflora 'y C. warscewiczii, y han sido
considerados diploides desinapticos estériles o
alotriploides (Khoshoo & Mukherjee 1970).
El numero cromosomico del material de C. x
generalis analizado aqui no entra en contradic-
cion con la hipdtesis de su origen, ya que C.
indica, uno de los padres presuntos, muestra
el mismo niimero cromosoémico, que es igual
al reportado para las demas especies progeni-
toras (Tanaka et al. 2009). El material de C. x
generalis aqui estudiado es un hibrido estéril,
que no forma semillas a la madurez; si bien se
forman 6vulos en el ovario estos no aumentan
de tamafio y no se desarrollan y es posible que
la viabilidad baja registrada por Ciciarelli &
Passarelli (2015) para hibridos del grupo C. x
orchioides también se presente aqui. En conse-
cuencia, el resultado aqui obtenido en el mate-
rial de C. x generalis procedente de humedales
bonaerenses, no contradice la idea de Khoshoo
& Mukherjee (1970), aunque resta corroborar
esta propuesta mediante futuros estudios de
comportamiento meiodtico.



96 Gonzélez, G. E.; Ciciarelli, M. M. y Rolleri, C. H. Bot. complut. 41, 2017: 93-98

Figura 1. Citologia de especies e hibridos de Canna. A: Metafase mitdtica de C. indica. B: metafase
mitdtica de C. coccinea. C: metafase mitotica de C. x generalis. D-F: patron de bandeo DAPI en C.
coccinea. D y E: metafases mitoticas. F: pro-metafase mitotica. Las fechas blancas sefialan un par

de cromosomas con una banda telomérica, las flechas amarillas indican un par cromosdémico con una
banda pequena subtelomérica, las puntas de flecha blancas sefialan un par cromosémico con una banda
que conforma casi todo el cromosoma, las puntas de flecha amarillas indican un par cromosémico con

una banda pericentromérica y las flechas grises marcan a un par cromosémico con una banda
que constituye casi todo un brazo del cromosoma. Barra: 5 pm.

C. coccinea posee una formula cariotipica
de 8m+1sm-st, donde el par sm-st (IC: 0,35)
mide 1,95 um (Fig. 1B). Para esta especie,
Tanaka et al. (2009) reportaron un par cromo-
somico subtelocéntrico (st) en lugar del par
sm-st observado en el material analizado aqui.
Las diferencias cariotipicas observadas entre
ambos materiales, provenientes de regiones
distintas de la Argentina, podrian atribuirse a
diferencias en la localizacién cromos6mica de
bloques de heterocromatina constitutiva (Gue-
rra 2000, Poggio et al. 2010).

El bandeo fluorescente DAPI sobre células
mitdticas de C. coccinea y C. fuchsina fue po-
sitivo. Los resultados permitieron confirmar el
nimero cromosdémico de ambas especies. En nu-
cleos interfasicos y en los primeros estados de la
mitosis se detectaron bloques de heterocromatina
rica en A-T, como bandas DAPI+. En los esta-
dos metafésicos de C. coccinea se identificaron
5 pares de cromosomas con bloques heterocro-
maticos: un par con una banda telomérica en
un brazo, un par con una banda subtelomérica
en un brazo, un par con una banda que consti-
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tuye gran parte del cromosoma, un par con una
banda que conforma todo un brazo y un par con
una banda pericentromérica (Fig. 1D y E). Esto
coincide con el nimero de bloques heterocroma-
ticos DAPI+ que se observan en las células pre-
metafasicas donde los cromosomas estan menos
condensados (Fig. 1F). Si bien en C. fuchsina el
bajo niimero de células en metafase y el tama-
flo cromosomico pequeiio no permitieron aun la
identificacion de pares cromosomicos, en células
pre-metafésicas se observo un menor nimero de
bandas DAPI+ que el revelado en C. coccinea.
Esto sugiere que, a pesar de la similitud en la
morfologia cariotipica de las especies de Can-
na, el bandeo DAPI podria detectar la variacion
interespecifica en la distribucion cromosdmica
de la heterocromatina e identificar pares cromo-
somicos. Este método permitird avanzar con la
caracterizacion citogenética de estas especies ya
que ha dado buenos resultados en una amplia va-
riedad de géneros tales como Zea L. (Gonzalez
& Poggio 2011, Gonzalez et al. 2013, Fourastié
2015), Citrus L. (Guerra 1993), Crotalaria L.
(Mondin et al. 2007) y Opuntia Mill. (Realini et
al. 2014), entre otros.
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