Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 13: 23-33 (2003) - ISSN 1130-9717

Cantidades de DNA nuclear en arboles y arbustos

M. HoriaLEs, N. REpoNDO, A. BLanco & M. A. RODRIGUEZ

Departamento de Bioloxia Vexetal e Ciencia do Solo
Universidad de Vigo. 36200 Vigo (Pontevedra)

(Recibido, marzo de 2004. Aceptado, septiembre de 2004)

Resumen

HoriaLEs, M., REponDO, N., BLANCO, A. & RopriGUEZ, M. A. (2004). Cantidades de DNA nuclear en arboles
y arbustos. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 13: 23-33

Se ha estudiado, mediante citometria de flujo, la cantidad de DNAn, en 50 taxones, 8 especies de
gimnospermas y 42 de angiospermas (de las que 2 especies son de porte herbdceo) y de los que creemos que al
menos 31 son inéditos. En su mayor parte corresponden a la flora autdctona de la Peninsula Ibérica y en otros casos
corresponden a la flora ornamental, de los jardines de la ciudad de Vigo, o del Campus de la Universidad de Vigo.
En Pinophyta este valor oscila entre 2C= 18,4 pg para Ginkgo biloba L.y 2C= 45,16 pg para Pinus pinaster Sol.
En Magnoliophyta, los datos estudiados estdn entre 2C= 0,79 pg para Morus alba L. y 2C=9,06 pg en Magnolia
grandiflora L.

Palabras clave: Cantidades de DNAn, espermatéfitos, citometria de flujo, Pinophyta, Magnoliophyta.

Abstract

HorsaLEs, M., REponDO, N., BLaNncO, A. & RopriGuez, M.A. (2004). Nuclear DNA amounts of trees and
shrubs. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 13: 23-33

Nuclear DNA amounts of 50 taxa, 8 taxa of the gymnosperms and 42 of the angiosperms (and 2 herbaceous
plants), with provenance from natural populations, fundamentally of the Iberian north-west, and the garden flora
of Vigo city and Campus University were analysed using flow cytometry. The genome size of thirty one was
estimated for the first time. They have found large variation, from Pinophyta 2C=18.4 pg in Ginkgo biloba L. until
2C= 45,16 pg in Pinus pinaster Sol., from Magnoliophyta 2C= 0,79 pg in Morus alba L. until 2C= 9,06 pg in
Magnolia grandiflora L.

Key words: Nuclear DNA amounts, spermatophytes, flow cytometry, Pinophyta, Magnoliophyta.

INTRODUCCION enlos que hay un intercambio reproductor. Como
tal, puede tener un significado taxondmico, igual

Varios autores (GREILHUBER, 1998; BENNETT que cualquier otro caracter, y el rango taxonémico

et al., 2000) han indicado que, por los datos que
se tienen en la actualidad, el tamafio del genoma
de un organismo es un cardcter cuantitativo
constante entre los individuos de una poblacién,

que podria asignarsele a los citotipos caracteri-
zados por su tamafio gendémico es, naturalmente,
discutible. Puede presentar una ligera variacion
geografica que no merece reconocimiento
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taxonémico o bien una fuerte desviacién sin
diferencias morfolégicas, o bien una variacién
menor con unabuenadiferenciacién morfolégica.
Es un pardmetro que se utiliza usualmente para
estimar la diferenciacién taxonémica criptica en
especies o agregados y en cualquier caso la
medida del tamafio del genoma constituye una
nueva herramienta para la investigacién de la
biodiversidad y que ademads pudiera tener interés
en el campo de la conservacioén.

ORI (1998), apunta que la variacién impor-
tante en el tamaifo del genoma entre las especies
pudieraestar estrechamente relacionada con pro-
blemas de adaptabilidad a distintos niveles, nu-
clear, celular, tisular o de organismos. El incre-
mento o ladisminucién en el tamafio del genoma
pueden estar correlacionados con el progreso
evolutivo del grupo. No hay correspondencia
entre el nivel de diferenciacion genética de las
especies y sus contenidos de DNAn, es decir, la
variacién cuantitativa del genoma no es un re-
quisito previo parala divergencia de las especies
e indica que el tamafio del genoma puede usarse
de modo apropiado para corroborar evidencias
en sistematica.

En este mismo sentido, BENNETT er al., 2000,
consideran que lacantidad de DNAn es un caréc-
ter clave en biologfa y en el estudio de la
biodiversidad. El tamafio del genoma tiene
implicaciones pricticas a diferentes niveles, y
por los datos hasta ahora conocidos parece que
las angiospermas ancestrales tienen genomas
muy pequefos, menores de C=1,4 pg, mientras
que los valores mayores de C representarian una
condicién derivada. Este hecho debi6 tener lugar
al menos dos veces en la evolucién angios-
pérmica, tanto en las mas altas eudicotiledéneas
como en monocotiledéneas. Se han encontrado
correlaciones negativas entre la cantidad de
DNAnYy laposibilidad de que sean herbaceas. El
contenido de DNA estd correlacionado con los
ciclos de vida de las plantas, la distribucién
geograficade las plantas cultivadas, la fenologia
de las plantas, la biomasa y la sensibilidad al
desarrolloen condiciones ambientales tales como
la temperatura y la escarcha. La cantidad de
DNA parece tener su interés en el campo de la

conservaciéon de la biodiversidad. Las
gimnospermas, que producen pocas semillas,
que tienen un desarrollo lento, son probablemen-
te las que tengan mayor riesgo de extincion, y
estdn asociadas a valores muy altos de C. Los
grandes valores de C pudieran identificar pro-
ductos finales de superespecializacién corres-
pondientes a lineas evolutivas con pocas posibi-
lidades de retorno a partir de genomas muy altos,
y que a swwvez pudieran ser indicativos de que se
incrementara su probabilidad de extincién.
(BENNETT et al., 2000).

MATERIAL Y METODOS

Se estudié la cantidad de DNAn mediante
citometria de flujo, en muestras de tixones lefio-
sos procedentes de poblaciones naturales del
NW de la Peninsula Ibérica o de jardines, espe-
cies ornamentales y aléctonas a la flora de la
Peninsula, recolectadosen 1996,1997,1999, 2000
y 2001. El material de partida son hojas, bien
desarrolladas, y con ausencia de epifitos. Los
pliegos correspondientes se encuentran deposi-
tados en el herbario de la Universidad de Vigo.

Se haempleadoun citémetro de flujo Coulter,
Epics* Elite, que emite a 488 nm. Se ha seguido
el método descrito por GALBRAITH (1989) para la
obtencién de los nicleos, usando como tampén
los medios, Bergounioux o Alsever, con el obje-
to de obtener nticleos en las condiciones adecua-
das. Como patrones internos, se han utilizado
hojas jovenes de Petunia hybrida L. cultivar
PxPC6 (2,85 pg, 41% GC) y Pisum sativum L.
cultivar Express Long (8,37 pg de DNA, 40,5%
de GC). El fluorocromo empleado ha sido
bromuro de etidio (BrET Sigma E8751) previa
adicién de RNAsa (Boehringen product 109169)
ya que el bromuro de etidio es un colorante
intercalante, que tefiiria también el RNA.

Se han realizado 3 medidas de cada uno de
los individuos, en al menos 5 individuos de cada
poblacién natural. En el caso de las plantas
recolectadas en jardines se refieren en su mayor
parte a un s6lo individuo. En cada anélisis efec-
tuado se han medido 5000 nicleos y el coeficien-
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te de variacion en cada andlisis ha sido inferior a
5,enlamayor parte de los casos, si bien teniendo
en cuenta las dificultades para obtener mejores
resultados en algunos de los tdxones, se incluyen
algunas medidas con coeficientes de variacion
superior a 5, como se puede ver en la Tabla I .

RESULTADOS

EnlaTablal figuranlas medias delos valores
obtenidos para el contenido de DNA nuclear
para cada uno de los tdxones y localidades estu-
diadas.

DISCUSION

Se ha determinado la cantidad de DNAn en
tres especies del género Juniperus: J. sabina L.,
J. communis L. subsp. alpina (Suter) Celak y J.
thurifera L., que creemos son inéditos.

En cuanto a los datos correspondientes a
Taxus baccata L., Ginkgo biloba L., Picea abies
(L.) Karsten, Abies pinsapo Boiss., procedentes
de la flora ornamental, se observan pequefas
diferencias con los datos bibliogréficos (in
BennerT & LEiTcH, 2004).

En Pinus pinaster Sol. se ha obtenido un
valor de 2C=45,16 pg. Ohri, 1986, in MURRAY et
al., 2004, cita para Pinus maritima 2C=48 pg'y
para Pinus pinaster 2C= 48,7 pg . HALL et al.,
2000, en un trabajo sobre 11 especies tropicales
de Pinus, indican que las cantidades de DNA
oscilan entre 2C=19,25 y 31,76 pg. y apuntan
que esas cantidades son siempre menores que las
de las especies de pinos templados.

La cantidad de DNAn en los taxones de
gimnospermas que presentamos, tanto en los
procedentes de la flora ornamental como de la
flora autéctona, oscila entre 18,4 pg 'y 40,04 pg,
hecho que coincide con los datos aportados por
la bibliografia para este grupo (MURRAY et al.,
2004).Los datos de MURRAY et al. (2004) presen-
tan un intervalo entre 4,5 pg y 63,5 pg, con una
moda de 31,6 pg. Todavia no hay una explica-
cién acerca del por qué las cantidades de DNAn

de gimnospermas son bastante mayores que las
que se hanencontrado para angiospermas. LEITCH
etal. (1998) han establecido hipdtesis para tratar
de explicar este dato acudiendo a las caracteris-
ticas morfoldgicas y de ciclos de vida que pre-
sentan cada uno de los grupos. Asi, un tamafio de
genoma pequeflo parece estar relacionado con
una serie de caracteres que pudieran justificar el
éxito de angiospermas frente a gimnospermas,
tales como un menor tiempo invertido en el ciclo
bioldgico: formacién de lasemillay germinacién
de lamisma, y con una tasa de reproduccién mds
efectiva.

En Fagaceae, los datos corresponden a 8
taxones, con un intervalo de 2C= 1,45-1,95 pg.
Nuestros datos para Q. robur L. oscilan entre
2C=1,66y 1,75 pg pararepresentantes proximos
entre si geograficamente, y la menor cantidad
corresponde a 2C= 1,55 pg para una localidad
(O: Villablino), correspondiente a un bosque
mixto caducifolio bien conservado, alejada unos
300-400 km. La media corresponde a 2C= 1,67
pg. ZoLpos et al.,1998, apuntan para Q. robur de
varias localidades de Francia y Croacia, 2C=
1,88 pg.

El dato que aportamos para Q. petraea
(Mattuschka) Liebl. subsp. petraea es de 2C=
1,67 pg . ZoLpos et al. (loc. cit.) presentan los
datos paraeste taxén de 2 localidades, de Francia
y Croacia, con unos valores de 2C=1,91 y 2C=
1,81 pg respectivamente, justificados estudian-
do las mitosis, en 10 plantulas, correspondientes
a 2 individuos, en las que aparecen 1, 2, o 3
cromosomas supernumerarios, destacando la
importancia y fiabilidad de la citometria de flujo
para detectar la variabilidad cromosdémica, ya
que el nimero mads alto corresponde a la pobla-
cién con cromosomas supernumerarios. Mediante
microdensitometria Feulgen ese valor 2C oscila
entre 1 y 1,58 pg .(in ZoLpos et al., 1998).

El dato que presentamos para Q. ilex L.
subsp. ballota (Desf.) Samp.es de 2C= 1,95 pg
de una localidad del N de Portugal. La cantidad
de DNAn para Q. ilex de una localidad de
Provenza (ZoLpos et al., loc. cit.), es 2C=2 pg.
Si bien no se indica en el texto, es probable que
por su localizacién corresponda a la especie tipo,
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Q. ilex subsp. ilex. En cualquier caso nuestro
dato es el mds alto que hemos encontrado para
los Quercus estudiados en el presente trabajo y
se aproxima al de la referencia bibliogréfica.
LerrcH et al., 1998, incluyen dos especies de
Fagaceae con un intervalo 2C=1-1,6 pg, con un
valor medio de 2C= 1,3 pg.

Los datos que figuran en la bibliografia
(LEICHT et al., loc. cit.) para dos tdxones, de
Salicaceae sefialan un valor de 2C comprendido
entre 0,7 y 0,85 pg, rango en el que se incluyen
nuestros datos.

En Rosaceae, nuestros datos para cuatro
taxones estdn en un intervalo entre 2C= 1,21y
2,35 pg. En Mespilus germanica L. nuestro dato
2C=1,54 pg es comparable con el de DICKSON et
al., 1992, de 2C= 1,50 pg. En el caso del género
Sorbus, S. americana Marsh. con 2C= 1,3 pgy
en S. alnifolia (Siebold & Zuccarini) K:Koch
2C= 1,36 pg aportados por DicksoN et al., loc.
cit., por lo que creemos que el dato de 2C=1,3 pg
para Sorbus aucuparia L. es inédito. En el géne-
ro Prunus, ARUMUGANATHAN & EARLE (1991),
citan para P. avium L. 2C= 0,70 pg; P. cerassus
L.2C=1,26 pgy P. domestica L. 2C= 1,86 pg,
por lo que creemos que nuestro dato para P.
padus L. 2C=2,35 pg es inédito. LEiTcH et al.,
1998, incluyen referencias de cantidades de
DNAn para 49 tdxones que varfan entre 0,25 y
4.5 pg.

Los datos correspondientes a Cytisus
commutatus (Willk.) Briq.,2C=3,88 pgy Cytisus
striatus (Hill) Rothm., 2C=1,93pg, son inéditos
(Fig.1). BENNETT & LEITCH (2004), indican para
Cytisus scoparius (L.) Link 2C= 1,7 pg. Se han
analizado conjuntamente C. scoparius 'y C.
striatus y se puede observar un pico amplio.
Igualmente se han estudiado conjuntamente C.
commutatusy C. striatus asicomo C. commutatus
y C. scoparius. En ambos casos se observan 2
picos claramente separados. Estos datos parecen
confirmar los datos de cromosomas 2n= 46, 48
para C. striatus 'y C. scoparius (HORIALES, 1975)
y 2n= c¢. 92 para C. commutatus (HORJALES,
1978), para localidades del NW ibérico (Fig. 2).

De Polygalaceae, se ha estudiado Polygala
myecrophylla L., endemismo de la Peninsula Ibé-

rica, y el resultado es 2C= 1,05 pg. Se han
estudiado otras especies con porte herbdceo, de
Leoén: Pt° del Manzanal, P. angustifolia Lange
con 2C= 0,85 pg y P. vulgaris L. con 2C= 0,89
pg. Creemos que se trata de datos inéditos, en los
tres tdxones, y tanto la especie arbustiva como
las herbdceas se encuentran dentro del mismo
rango.

De Fraxinus angustifolia Vahl se han estu-
diado individuos correspondientes a dos pobla-
ciones naturales y la cantidad de DNAn es 2C=
1,78 pg, que creemos es inédita. OHRrI (1998)
incluye los datos para F. americana L. y tres
niveles de ploidia, diploide, tetraploide y
hexaploide, para 2C= 4,58-6,28; 10.08-11,76 y
13,32-19,62 pg respectivamente

LEITCH et al., loc. cit., plantean que si bien
todavia es incierta la relaciéon que se puede
establecer entre el tamafo del genoma y la
filogenia de cada uno de los grupos de plantas
vasculares, si se puede afirmar que la presencia
de un genoma pequeflo es un cardcter tnico de
las angiospermas ya que no s6lo estd presente en
las plantas con semilla extintas, sino que también
es comun en los ancestros de las angiospermas y
que se ha mantenido en la mayor parte de las
actuales angiospermas. Podria apuntarse que un
tamafio de genoma mayor podria estar relaciona-
do con el nicho ecoldgico en el que viven las
gimnospermas, climas mas frios o mds célidos,
continentales, en sustratos mds pobres, en los
que todavia en la actualidad son mas competiti-
vas, ocupando grandes extensiones, mono-
especificas, en muchos casos. A partir de los
datos de angiospermas conocidos, el intervalo de
las cantidades de DNAn es mucho mds amplio
desde 2C=0,12 pghasta2C=254,8 pg, que el de
gimnospermas, 2C=4.5 pg hasta 2C=63,5 pg, lo
que probablemente les ha capacitado para ocu-
par mdltiples nichos ecolégicos y para presentar
una mayor diversidad en el tipo de portes, mode-
los de reproduccién e intercambio genético, que
les permitieron una mayor versatilidad y por ello
una mayor diversidad especifica.

SovLtis et al. (2004), apuntan que los meca-
nismos de contraccion del genoma estan todavia
pobremente conocidos. Han observado que
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Fig.1. Histogramas comparativos (en escala logaritmica) de la intensidad de fluorescencia amarilla de tres
especies de Cyrisus, alineados con respecto al patrén interno (Pisum sativim L. <Express long»).
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Fig. 2. Histogramas lineales de muestras en las que se han incluido dos especies, sin patrén interno.
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recombinaciones desiguales pueden incremen-
tar lentamente el tamafio del genoma y que
aquellas recombinaciones ilégicas y otros proce-
sos de deleccion pueden ser los principales me-
canismos que intervienen en la disminucién del
tamafio del genoma. Y afiaden que los estudios
realizados en los genomas microbianos sugieren
que la disminucién de algunos genomas estin
relacionados con las recombinaciones de
homoélogos en los genes repetidos que dan lugar
a la pérdida de grandes bloques de DNA, asi
como de las secuencias repetidas, y apuntan que
las diferencias en la rotura de la doble hélice y ia
restauracion pueden ser quizds las responsables
de algtn tipo de variacién en el tamafio del
genoma.

El nimero de referencias bibliogréficas, con
las que poder hacer comparaciones de los pro-
pios datos, es todavia escaso, en ocasiones s6lo
hay informacién de dos especies de la familia, o
de pocas localidades de toda el drea de disper-
sién, en cualquier caso nos parece interesante dar
cuenta de los resultados obtenidos, tratando de
ampliar el conocimiento que se tiene de cadauno
delos tdxones. Aligual que sucede con cualquier
otro caracter taxondmico, las cantidades de DN An
sonmas o menos homogéneas como se ha puesto
de manifiesto, por ejemplo en algunas especies
del género Quercus, tanto los datos de la biblio-
graffa como los aportados en este trabajo, y que
a su vez se pueden observar ligeras variaciones
en cada una de las poblaciones hasta ahora estu-
diadas, como por otra parte sucede con el nimero
de cromosomas (ZoLpos et al., 1998). En otros
ejemplos sucede lo contrario, que hay grandes
variaciones en la cantidad de DNAn entre las
distintas especies de un género, como se ha
indicado para el caso del género Pinus (HALL et
al., 2000). Todo esto pone de manifiesto que la
cantidad de DNAn, como cualquier otro cardcter
taxonémico, tiene un valor diagndstico variable
para los diferentes taxones. Es una importante
ayuda para conocer la variabilidad entre las
poblaciones, sobre todo en aquellos tdxones
ampliamente extendidos, aunque ello no venga
explicitado por un cambio nomenclatural.
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