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MAPEO DE GENES RIBOSOMICOS Y HETEROCROMATINA EN SEIS ESPECIES
DE L ycium DE SUDAMERICA (SOLANACEAE)

SOLEDAD BLANCO, MARIA LAURA LAS PENAS, GABRIEL BERNARDELLO y LAURA
STIEFKENS'

Summary: Mapping of ribosomal genes and heterochromatin in Lycium of South America (Solanaceae).
The clade Lycieae (Solanaceae) embraces 92 species, currently gathered in a single genus, Lycium. A
study was conducted in six South American species of this genus, using the FISH technique for the first
time in the group, in addition to the CMA/DAPI banding technique. Root tips of the following species were
employed: L. boerhaviifolium (previously Grabowskia), L. bridgesii (previously Phrodus), the tetraploid L.
chilense and the diploids L. cestroides, L. ciliatum and L. tenuispinosum. The basic number x=12 was
confirmed. The banding technique revealed CMA*/DAPI- bands associated with NORs in the first m pair
in the diploid species and in the first two pairs of the tetraploid. In addition, L. tenuispinosum showed
an intercalary CMA*/DAPI- band, while in L. bridgesii terminal and intercalary bands were found in all
chromosomes. The FISH technique showed that the 18-5.8-26S loci were consistent with CMA*/DAPI-/
NORs blocks. The diploid species had always one m pair carrying 5S rDNA genes, while the tetraploid
presented two pairs, consistently with its ploidy level. The diversification of the studied species was not
accompanied by significant structural chromosomal rearrangements, except for L. bridgesii which is
outstanding because it has a different karyotype formula and a higher heterochromatin percentage.
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Resumen: El clado Lycieae (Solanaceae) reune 92 especies, actualmente agrupadas en un unico
género, Lycium. Se realizé6 un estudio citogenético en seis especies sudamericanas de este género,
usandose por primera vez en el grupo la técnica de FISH, ademas de la técnica de bandeo CMA/DAPI.
Se emplearon apices radicales de las siguientes especies: L. boerhaviifolium (previamente Grabowskia),
L. bridgesii (previamente Phrodus), el tetraploide L. chilense y los diploides L. cestroides, L. ciliatum 'y
L. tenuispinosum. Se confirmé el numero basico x=12. La técnica de bandeo revelé la presencia de una
banda CMA*/DAPI- asociada a NORs en el primer par metacéntrico en las especies diploides, y en los
dos primeros pares m en la tetraploide. Ademas, L. tenuispinosum mostré una banda intercalar CMA?*/
DAPI-en uno de sus cromosomas, en tanto que en L. bridgesii se encontraron bandas terminales e
intercalares en todos los cromosomas. Con la técnica de FISH se observo que los loci 18-5,8-26S fueron
consistentes con los bloques CMA*/DAPI/NORs. Las especies diploides presentaron siempre un par
cromosomico m portador de genes ADNr 5S, mientras que la especie tetraploide presentd dos pares,
concordando con su nivel de ploidia. En las especies estudiadas, la diversificacion no fue acompafada
por rearreglos cromosomicos estructurales significativos, excepto L. bridgesii, que se destaca por poseer
una férmula cariotipica distinta y un mayor porcentaje de heterocromatina.
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el mas importante en cuanto a numero de
especies. Dentro de este clado se destaca Lycieae

clados (Olmstead et al., 2008), siendo Solanoideaec ~ Hunz.), con 92 especies, anteriormente repartidas
entre los géneros Phrodus Miers, Grabowskia

Schltdl. y Lycium L., pero actualmente asignadas
en su totalidad a este ultimo género (Levin ef al.,
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del Sur hace aproximadamente 5 Ma, con posterior
dispersion hacia América del Norte. También hubo
un Unico evento de dispersion de Sudamérica a
Africa aproximadamente 3,5 Ma atras (Levin et
al., 2007; Miller et al., 2011.). Actualmente Lycium
vive en todo el mundo y su area de distribucion
natural es en regiones templadas y tropicales, con
centros de diversidad en el sur de América del Sur,
el sur de Africa y el suroeste de América del Norte
(Miller et al., 2011).

El conocimiento de estas plantas tiene particular
importancia ecologica por las adaptaciones al
xerofitismoy alahalofiliaque poseen sus integrantes,
lo cual les permite crecer principalmente en habitats
aridos y semiaridos.

En Lycium, el nimero cromosomico basico es
x=12, siendo la mayoria de las especies diploides
con 2n=24 (e.g., Bernardello, 1982; Chiang, 1982;
Stiefkens & Bernardello, 1996, 2000, 2002, 2006;
Bernardello et al., 2008). A la fecha, se conocen con
técnicas clasicas los nimeros cromosémicos y los
cariotipos de especies de Lycium de Sudamérica,
Norteamérica, Sudafrica y Asia, totalizando
aproximadamente el 50% de las especies del género
(Stiefkens & Bernardello, 1996, 2000, 2002, 2006;
Sheidai et al., 1999; Dongli et al., 2000; Bernardello
et al., 2008; Stiefkens et al., 2009, 2010).

La técnica de bandeo cromoséomico CMA/DAPI
pone en evidencia bloques de heterocromatina
constitutiva (HC) generalmente asociadas a
constricciones secundarias en Angiospermas, pero
ademas se pueden detectar bloques heterocromaticos
ricos en secuencias de pares de nucledtidos de
Guanina-Citosina (GC) y bandas heterocromaticas
ricas en pares de nucledtidos Adenina-Timina (AT),
las cuales no pueden ser detectadas con las técnicas
clasicas (Guerra, 2000). Estos caracteres actian
como marcadores aplicables a la identificacion de
pares cromosomicos y la reorganizacion estructural
dentro del genoma, asi como para analizar la
distribucion de la heterocromatina dentro y entre
especies, permitiendo comparar cariotipos entre
taxones emparentados (Moscone et al., 1996;
Guerra, 2000; Souza & Benko-Iseppon, 2004; Gitai
et al., 2005; Las Pefias et al., 2008). La técnica de
bandeo cromosdmico fluorescente CMA/DAPI fue
ampliamente utilizada en especies de Solanaceae
como Capsicum (Moscone et al., 1996; 2007b),
Cestrum (Berg & Greilhuber, 1992, 1993a, 1993b;
Fregonezi et al., 2006) y Solanum (Srebniak et al.,
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2002; Rego et al. 2009). Con esta técnica, fueron
estudiadas apenas 15 especies norteamericanas
y sudafricanas de Lycium (Stiefkens et al., 2009,
2010). No obstante, no se han aplicado estas
técnicas de bandeo en Lycium de Sudamérica.

Porsu parte, el empleo de la técnica de hibridacion
in situ fluorescente (FISH) permite establecer
nuevos tipos de marcadores cromosomicos para
el analisis comparado de los cariotipos, localizar
diversos genes y secuencias repetitivas a lo largo
del cromosoma y construir mapas fisicos para
diferentes especies vegetales (Maluszynska &
Heslop-Harrison, 1993). La hibridacion in situ de
diferentes secuencias de ADN permite marcar uno
o varios genes en los cromosomas del complemento
y compararlos entre especies. Esta técnica ha sido
utilizada en varios géneros de Angiospermas, por
ejemplo en Brassica (Brassicaceae, Ziolkowsky
& Sadowsky, 2002), Lilium (Liliaceae, Lim et al.,
2001), Urvillea (Sapindaceae, Urdampilleta et al.,
2006) y Cephalanthera (Orchidaceae, Moscone et
al., 2007a). En Solanaceae los estudios de FISH
han mostrado que las especies de la familia poseen
una amplia variacion tanto en la ocurrencia como
en distribucion de los sitios de ADN repetitivo
(Kitamura et al., 2001; Fregonezi et al., 2006; Rego
et al., 2009). Hasta el momento, no se han aplicado
en ningln integrante de Lycieae.

Sobre estos antecedentes, el objetivo general
de este trabajo es estudiar los cromosomas
mitoticos de 6 especies de Lycium con bandeo
fluorescente CMA/DAPI y FISH, atendiendo a sus
caracteristicas cualitativas y cuantitativas a fin de
tener un panorama mas completo de la evolucion
cromosomica en el clado y sus implicancias
sistematicas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Lycium boerhaviifolium L. f.. ARGENTINA.
Catamarca, Dpto.LaPaz.26-V-2004, F. Chiarini 623;
L. bridgesii (Miers) Levin, Miller & Bernardello:
CHILE. Atacama. 30-VI-2004, G. Bernardello 909;
L. cestroides Schltdl.: ARGENTINA. Cordoba,
Dpto Coldn, Rio Ceballos, estancia Santo Domingo.
55. 10-11-2011, Las Penas et al. 518; L. chilense
var. chilense Miers ex Bertero: ARGENTINA.
Cordoba, Dpto Colon, Rio Ceballos, estancia Santo
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Domingo. 55. 10-11-2011, Las Pefias et al. 520; L.
ciliatum Schltdl.: ARGENTINA. Cérdoba, Dpto
Colén, Rio Ceballos, estancia Santo Domingo. 55.
10-11-2011, Las Pefias et al. 519; L. tenuispinosum
var. tenuispinosum Miers: ARGENTINA. Cordoba,
Dpto. Tulumba, Tulumba, ruta 60 km 893. 08-I-
2011, G. Bernardello 722. Todas las determinaciones
fueron efectuadas por G. Bernardello.

El estudio de los cromosomas mitoticos se
efectud en células meristematicas obtenidas por
aplastamiento de apices radicales, provenientes
de la germinacion de semillas. Se estudiaron 10
individuos por especie, analizando en todos los casos
un minimo de 10 metafases. Los apices radicales
se pretrataron con solucion acuosa saturada de
paradiclorobenceno durante 3 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se procedio a la fijacion
en una mezcla 3:1 de alcohol etilico absoluto: acido
acético glacial (preparada en el momento de ser
usada) durante 24 horas a temperatura ambiente y
luego se conservaron en freezer hasta su uso.

Bandeo cromosomico fluorescente CMA/DAPI

Las preparaciones cromosomicas, se llevaron
a cabo mediante digestion enzimatica de las
raices con Pectinex a 37°C durante 30 minutos y
luego fueron aplastadas con acido acético 45%.
Posteriormente los cubreobjetos se retiraron por
congelamiento con nitrogeno liquido (N,).

La técnica utilizada para el bandeo fue doble
tincion fluorescente con Cromomicina A, (CMA)
y 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) segun el
protocolo descripto por Schwarzacher et al. (1980)
con pequefias modificaciones: los preparados
fueron tefiidos con CMA por 90 minutos, lavados
y posteriormente tefiidos con DAPI por 30
minutos, lavados y finalmente montados con Buffer
Macllvaine: glicerol (1:1). Se conservaron en
oscuridad durante 3 a 5 dias a 4°C para luego ser
observados con microscopio de fluorescencia.

Hibridacion in situ fluorescente

Los preparados se llevaron a cabo de la misma
manera que para el bandeo cromosémico. La
técnica de FISH se realizo siguiendo el protocolo
descrito por Schwarzacher & Heslop-Harrison
(2000), con pequeiias modificaciones. Como sondas
se utilizaron regiones de ADN ribosomico 18-5,8-
26S (pTa7l, Gerlach & Bedbrook, 1979) y 5S
obtenida por PCR a partir de ADN gendmico de

Solanum stuckertii utilizando los primer 5S rDNA-
3 (5-GTG CTT GGG CGA GAG TAG TA-3) y
5SrDNA-4 (5-GGT GCG TTA GTG CTG GTA
TG-3") (Fulnecek et al. 1998).

Los fragmentos de ADN utilizados como sonda
fueron marcados con Biotina (Bionick, Invitrogen)
y Digoxigenina (DIG Nick translation mix, Roche)
mediante la técnica de nick traslation. Las seiales
de hibridacion fueron detectadas utilizando Avidina-
FITC (Sigma) y anti-DIG-Rodamina (Roche), los
cromosomas se colorearon con DAPI.

Las fotomicrografias fueron tomadas en
microscopio Zeiss Axiophot y camara digital
Leica DFC300FX utilizando epifluorescencia y
los filtros correspondientes para cada fluorocromo.
Las bandas heterocromaticas obtenidas con bandeo
de fluorescencia fueron medidas en 2-5 placas
metafasicas correspondientes a 2-5 individuos
de cada especie. Se calculd el porcentaje de
heterocromatina asociada a regiones organizadoras
nucleolares (% HC-NORs) y no asociada a NORs en
relacion al largo total del genoma basico, utilizando
el programa /mage J (NIH Imagel]; National
Institutes of Health, Bethesda, MD, desarrollado
por: National Institutes of Health y disponible en
el sitio http://rsb.info.nih.gov/ij/). Estos datos se
adicionaron a los idiogramas construidos en base
a las mediciones cromosomicas obtenidas por
Stiefkens (2001) y Bernardello et al. (2008), donde
el largo de la banda esta representado como un
porcentaje de la longitud del brazo cromosomico.
Para la descripcion de los cromosomas se empled
la nomenclatura de Levan et al. (1964). Finalmente,
las sefiales obtenidas mediante la técnica de FISH
también fueron localizadas en estos idiogramas.

REsuLTADOS

Se corroboraron los nimeros cromosémicos para
todas las especies estudiadas, siendo la mayoria
diploides con 2n=24. Unicamente L. chilense
resulto tetraploide con 2n=48 (Tabla 1, Fig. 1).

Entodas las especies se detectaron bandas CMA*/
DAPI- asociadas a constricciones secundarias
(NORs) (Tabla 1, Fig.1, 3). En las especies diploides
estudiadas (L. boerhaviifolium, L. bridgesii, L.
cestroides, L. ciliatum y L. tenuispinosum), estas
regiones se encontraron siempre en el primer
par metacéntrico, ubicadas en la constriccion
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Fig. 1. Cromosomas metafasicos de Lycium tefiidos con doble tincion fluorescente CMA/DAPI. A: L.
boerhaviifolium. B: L. bridgesii. C: L. cestroides. D: L. ciliatum. E: L. tenuispinosum (asterisco sefiala la
banda CMA*/DAPI- en un cromosoma del par 5). F: L. chilense. Las cabezas de flechas indican las bandas
CMA*/DAPI- asociadas a NORs. Barra= 3 uym, todas las fotos a la misma escala.

secundaria. En lainica especie tetraploide estudiada  heteromorficas (Fig. 1A). En L. tenuispinosum,
(L. chilense) se vieron estas bandas CMA7/DAPI"  se visualizo, asimismo, la presencia de una banda
ubicadas en los dos primeros pares cromosomicos, CMAT/DAPI intercalar en un cromosoma m del
encontrandose también diferencias en sus tamafios par 5 (Fig. 1E), en tanto que en L. bridgesii se
(Fig. 1F). En L. boerhaviifolium estas bandas fueron ~ encontraron bandas terminales e intercalares en

392




S. Blanco et al. - Genes ribosdmicos y heterocromatina en Lycium

Tabla 1. Datos cromosomicos de las especies de Lycium examinadas con las técnicas de bandeo
cromosoémico fluorescente CMA/DAPI y FISH. Numero cromosémico (N° crom), férmula cariotipica (FC),
numero de pares cromosomicos con bandas CMA* /DAPI- asociadas a NORs (CMA-NOR), porcentaje

de heterocromatina CMA*/DAPI-asociada a NORs por genoma haploide (%HC), nimero de bandas
CMA*/DAPI- no asociadas a NORs (CMA), numero de sefiales correspondientes a los loci ribosémicos
18-5,8-26S (45S) y 5S (5S), -- = no se observaron.

CMA-NOR 58

L. boerhaviifolium 2n=24 11m + 1sm primer par 0,984 -- 1 par par 5
L. bridgesii 2n=24  8m +3sm + 1st primerpar 0,851 todos los pares todos los pares par 6
L. cestroides 2n=24 11m + 1sm primer par 0,715 -- 1 par par 10
L. ciliatum 2n=24 11m + 1sm primer par 1,407 -- 1 par par 7
L. tenuispinosum 2n=24 11m + 1sm primer par 1,678 1 crom 1 par par 4
L. chilense 2n=48 22m + 2sm dos 0,477 -- 2 pares par 17

primeros y18

pares

todos los cromosomas. (Tabla 1, Fig. 1B). La
cantidad de heterocromatina CMA*/DAPI asociada
a NORs en relacion al largo total del genoma
basico de las especies estudiadas varié en un rango
de 0,477% en L. chilense (tetraploide) a 1,678%
en L. tenuispinosum (Tabla 1). Para L. bridgesii
se calculd el porcentaje de heterocromatina total
en relacion al largo del genoma bdésico, donde se
incluyeron todas las bandas, obteniéndose un valor
de 7,647% (Fig. 1B).

A través de la técnica de FISH se observo
que la distribucion de los genes ribosdmicos fue
consistente con el patron de bandas CMA*/DAPI
asociadas a NORs. Todas las especies diploides
presentaron sefiales para el gen ADNr 18-5,8-
26S en el primer par m, mientras que L. chilense
(tetraploide) presentd sefiales en dos pares (Fig. 2,
3). En L. bridgesii, la hibridaciéon de la sonda 18-
5,8-268 se detecto en el primer par m asociada a la
constriccion secundaria, ademas la sonda hibridd
en varios pares en regiones terminales e intercalares
(Tabla 1, Fig. 2B, 3B).

En todas las especies diploides, los loci para
5S se localizaron en un solo par cromosdémico
m y en la poliploide en dos pares, en regiones
paracentroméricas del brazo corto. Cabe destacar
que los genes 5S se encontraron siempre en
cromosomas distintos a los que contenian los genes
18-5,8-268 (Tabla 1, Fig. 2).

DiscusioN

Solanaceae exhibe una serie disploide con
nimero basico que va desde x=7 hasta x=13, donde
x=12 es la cifra mas comun, apareciendo en mas
del 50% de las especies estudiadas. Los integrantes
del clado Solanoideae al que pertenece Lycieae,
presentan en su gran mayoria x=12, a excepcion
de Nicandreae Wettst. con x=10, 11 (Hunziker,
1979) y una pocas especies de Solanum con 2n
= 22 (Chiarini & Bernardello, 2006), 2n = 46
(Beuzenberg & Hair, 1983) o 2n = 92 (Melo et al.,
2011). Ademas, segtin los datos disponibles hasta el
presente, x=12 seria el nimero basico de Lycieae
(Ratera, 1943; Khyos, 1971; Di Fulvio, 1977,
Choudhuri, 1943; Chiang, 1982, 1983; Bernardello,
1982, 1985; Hunziker et al., 1985; Chiang et al.,
1989). Los resultados obtenidos confirman este
numero basico, no encontrandose diferencias entre
los taxones.

Lapoliploidia es bien conocida en varias especies
de Lycium en todo el mundo. Los niveles de ploidia
mas comunes son 4x, 6x y 8x, mientras que 3x
y 10x fueron raramente observados (Fedorov,
1969; Bernardello, 1982; Chiang, 1982; Venter,
2000). Debe destacarse que es mas comun en
especies sudafricanas, donde aproximadamente
el 30% son poliploides (Spies et al., 1993; Minne
et al., 1994; Venter, 2000, 2007; Stiefkens et
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Fig. 2. Hibridacion in situ fluorescente en cromosomas metafasicos de Lycium A: L. boerhaviifolium. B: L.
bridgesii. C: L. cestroides. D: L. ciliatum. E: L. tenuispinosum. F: L. chilense. Las flechas indican sefal de
hibridacion para la sonda ADNr 5S y las cabezas de flecha indican la sefial de hibridacion para la regiéon
ADNr 18-5,8-26S. Barra= 3 um, todas las fotos a la misma escala.

al., 2010). Por el contrario, es poco frecuente en
especies americanas, encontrandose en alrededor
del 15% (Lewis, 1961; Baquar ef al., 1965; Chiang,
1982; Bernardello, 1982; Stiefkens & Bernardello,
2000, 2006). En entidades sudamericanas se habia
observado poliploidia en L. chilense y L. ciliatum
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(Bernardello, 1982; Stiefkens & Bernardello, 2000,
2006), hallandose en este trabajo una poblacién
poliploide de L. chilense var. chilense.

En estudios previos de bandeo en Lycium, las
especies mostraron bandas terminales CMA+/
DAPI- en el primer par m. Estos bloques se
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encontraron asociados a regiones NOR (Stiefkens
et al., 2009, 2010). La composicién de la
heterocromatina rica en GC asociada a NORs,
como la encontrada en Lycium es constante en
Angiospermas (Schweizer, 1979; Morawetz, 1986;
Guerra, 2000; Urdampilleta et al., 2006; Las
Penas et al., 2008). Stiefkens et al. (2009, 2010)
sugieren que estas bandas pueden estar restringidas
a esa posicion en especies de este género. Nuestros
resultados concuerdan con los resultados previos en
el género. Por otro lado, en L. bridgesii se encontr6
gran cantidad de bandas terminales e intercalares,
en contraposicion a lo descripto por Guerra (2000),
que sefiala que estas bandas son poco frecuentes
en Angiospermas con cromosomas pequenos. Este
fenémeno también fue observado en una especie de
Lycium poliploide de Norteamérica (L. exsertum,
2n=48; Stiefkens ef al., 2009).

Los bloques adicionales de heterocromatina,
encontrados en posicion terminal en la mayoria de
los cromosomas de L. bridgesii, comienzan en el
brazo corto o largo y eventualmente se extienden a
ambos. Esta tendencia es consistente con el modelo
de dispersion de heterocromatina propuesto por
Schweizer & Loidl (1987), quienes postulan que la
transferencia de heterocromatina entre cromosomas
no homoélogos en posiciones equilocales y entre
brazos de longitud similar se encuentra favorecido
por la proximidad en la interfase nuclear durante
la mitosis (Schweizer & Loidl, 1987; Moscone et
al., 1996). Este modelo coincide con el patron de
bandas encontrado en cromosomas no homoélogos
para L. bridgesii.

Se calculé por primera vez el porcentaje de
heterocromatina asociada a NORs para Lycium,
observandose que no presentaron grandes
diferencias, tanto entre las especies diploides
como en la tetraploide. Con respecto a la presencia
de bandas de heterocromatina no asociadas a
NORs, en Angiospermas en general se encuentran
relacionadas con mayor tamafio del genoma
(Greilhuber, 1984; Moscone et al., 1996; Benko-
Iseppon & Morawetz, 2000); esto coincide con
los resultados obtenidos para L. bridgesii, con un
genoma de mayor tamafio relacionado a la cantidad
de bandas encontradas.

También se aplicod por primera vez en Lycium la
técnica de FISH. En todas las especies diploides,
se encontraron dos sitios de ADNr 18-5,8-26S
y cuatro en la especie tetraploide (L. chilense),
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Fig. 3. Idiogramas de las especies de Lycium
estudiadas. A: L. boerhaviifolium. B: L. bridgesii. C:
L. cestroides. D: L. ciliatum. E: L. tenuispinosum.
F: L. chilense (tetraploide). M= regiones CMA"/
DAPI-asociadas a NORs y de ADNr 18-5,8-26S, UV
= regiones de ADNr 5S, lll= regiones CMA*/DAPI-.
Barra= 3um.

[X 8

0 d

coincidiendo en todos los casos con las bandas
CMA*/DAPI/NOR, ubicadas en el primer par
m. En L. tenuispinosum no se encontr6 la banda
intercalar detectada con la técnica de bandeo
cromosomico CMA/DAPI, es decir que se trata de
una region rica en pares de bases GC, pero que no
presenta secuencia homologa al ADNr 18-5,8-26S.
L. bridgesii mostr6 un patron de seiales de 18-5,8-
26S que coinciden con los bloques CMA*/DAPT,
encontrandose gran cantidad en los extremos
del cromosoma, como asi también en regiones
intercalares. Esta hibridacion puede deberse a que
la heterocromatina GC posee secuencias homologas
al ADNr 18-5,8-26S. Este fendmeno se observo
en algunas especies de Nicotiana y Solanum,
donde se identificaron regiones pericentroméricas
que poseian secuencias altamente homoélogas a
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espaciadores intergénicos de ADNr (Stupard et al.,
2002; Lim et al., 2004).

La posicion del ADNr 5S fue siempre intersticial,
como es caracteristico de Angiospermas (Kulak
et al., 2002; Shibata & Hizume, 2002; Seijo et al.,
2004). En Solanaceae, se han realizado numerosos
estudios de FISH, encontrandose que en la mayoria
de las especies diploides la sonda 5S hibrida en un
solo par cromosémico (Montijn et al., 1999; Youn
Kyu et al., 1999; Kitamura et al., 2001; Fregonezi et
al., 2006; Rego et al., 2009), como aqui fue hallado
en las especies diploides.

Los poliploides presentan una tendencia a reducir
los sitios duplicados debido a mecanismos de
diploidizacion y silenciamiento génico (Leitch &
Bennet, 1997). La presion de seleccion por reducir
el nimero de sitios de ADNr parece ser menor en los
loci 18-5,8-26S debido a la existencia de mecanismos
de homogeneizacion inter loci mas eficientes para
esta secuencia que para la ADNr 5S (Cronn et al.,
1996). Por este motivo la probabilidad de hallar
sitios 5S duplicados es mayor en neopoliploides que
en paleopoliploides (Cronn et al., 1996). En este
estudio se encontrd que la sonda 5S hibrid6 en dos
pares cromosémicos en L. chilense (tetraploide),
sugiriendo un origen reciente en su nivel de ploidia.

La aplicacion conjunta de las técnicas de
bandeo fluorescente y FISH permitié postular una
homeologia del primer par cromosdémico entre
las especies estudiadas. En todas las diploides se
diferenci6 el primer par metacéntrico por su tamarfio,
morfologia y presencia de un microsatélite en el
brazo corto. Este par fue facilmente distinguible
por presentar una banda fluorescente CMA*/DAPI
asociada a la NOR y por ser portador de locus
18-5,8-26S. En el caso de la especie poliploide,
este patron se observd en los dos primeros pares
cromosomicos. Estos datos concuerdan con estudios
previos en Lycium (Stiefkens & Bernardello, 1996,
2000, 2002, 2006; Bernardello et al., 2008; Stiefkens
et al., 2009, 2010). Sin embargo, la localizacion de
los sitios 5S no se pudo utilizar para distinguir los
pares, debido a que los cromosomas metacéntricos
en todas las especies son de tamafio muy similar.

En general se puede observar que la diversificacion
de la mayoria de las especies de Lycium no
fue acompanada por rearreglos cromosémicos
estructurales significativos. Sin embargo, en L.
bridgesii si es posible que hayan ocurrido tales
cambios, ya que se puede observar una formula
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cariotipica (la mas asimétrica, Bernardello et al.,
2008), patrones de bandeo fluorescente y senales
de hibridacion diferentes a lo encontrado en las
demas especies. L. bridgesii se encuentra en la base
del arbol en la filogenia de Lycieae propuesta por
Levin et al. (2011), lo que indicaria que esta especie
divergio primero y por eso es tan diferente.
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