BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Licenciatura

Estudios Citotaxondmicos en las
especies Argentina de Anredera
(Basellaceae)

Argimén, Silvia

Tesis presentada para obtener el grado de Licenciado en
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccion de tesis de licenciatura de la Biblioteca Central
Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Six-Year Bachelor's Theses Collection of the Central Library Dr.
Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the
corresponding citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Argimon, Silvia. (). Estudios Citotaxondmicos en las especies Argentina de Anredera
(Basellaceae). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBI0000622_Argimon

Citatipo Chicago:

Argimon, Silvia. "Estudios Citotaxonomicos en las especies Argentina de Anredera
(Basellaceae)". Tesis de Licenciado. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. . http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBI0000622_Argimon

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000622_Argimon
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000622_Argimon
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

lenr . 8 DIBLIGTERE ]
HEAR B ILIRHIEAN T
TUL ¥ I UIULIUVEILUA|

ESTUDIOS CITOTAXONOMICOS EN LAS
ESPECIES ARGENTINAS DE ANREDERA
(BASELLACEAE)

Silvia Argimdn

Director: Dr. Arturo F. Wulff
Co-directora: Ing. Agr. Cecilia C. Xifreda

Lugar de Trabajo:  Laboratorio de Citogenética y Evolucién
Depto. de Ciencias Bioldgicas
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires

TESIS PRESENTADA PARA OPTAR AL TITULO DE
LICENCIADA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

1999



A Salvo.
A Mamad y Papad.
A Tlde y Norma.



Resumen.

Anredera Juss. (Basellaceae) es un género americano que comprende doce especies, tres
de las cuales crecen en la Argentina: Anredera cordifolia (Tenore) Steenis, Anredera
krapovickasii (Villa Carenzo) Sperling y Anredera tucumanensis (Lillo & Hauman) Sperling.

Se analizaron el cariotipo y la meiosis de las dos primeras especies. Para el caso de la
especie A. cordifolia se agrego el analisis del contenido de ADN.

En A. cordifolia se encontraron dos niveles de ploidia distintos: 2n=2x=24 y 2n=3x=36.
Ambos presentaron juegos cromosomicos similares y las férmulas cariotipicas respectivas
fueron: 20 m + 4 sm y 30 m + 6 sm. La meiosis masculina de los individuos diploides
analizados fue regular en todos los estadios. La metafase I mostré la formacion de doce
bivalentes (12 II), tanto abiertos (X + ES=7,67 + 0,32) como cerrados (X + ES=4,33 + 0,32). La
fertilidad de polen fue elevada. Por el contrario, la meiosis de los individuos triploides presentd
irregularidades en todos los estadios. En la metafase I se observé la formacion de trivalentes
(X ES =9,34 £ 1,76), bivalentes (x+ ES = 2,61 £ 2,14) y monovalentes (X + ES = 2,78 £ 2,00).
En consecuencia la fertilidad del polen fue baja. Sobre la base de estos resultados se discute
la naturaleza autotriploide de estos individuos y se postula su origen mas probable.

Al estudiar el contenido de ADN de A. cordifolia se encontré variacion intraespecifica,
existiendo marcadas diferencias en el tamafio del genoma entre individuos pertenecientes a
distintos niveles de ploidia. Asimismo, se encontraron diferencias significativas entre individuos
con igual nimero cromosémico, si bien éstas no fueron tan pronunciadas. Estos resultados
estarian guardando relacion con variaciones en el contenido de heterocromatina y/o
presencia/ausencia de cromosomas B.

Para la especie A. krapovickasii (2n=2x=24) la férmula cariotipica fue: 18 m+2 m-sm+4 sm.
La meiosis masculina fue regular en todos los estadios. En metafase I se observé la formacion
de doce bivalentes (12 II), tanto abiertos (X + ES =7,53 + 0,37) como cerrados (X + ES =4,46 +
0,37). Esto se relaciona con una elevada fertilidad del polen. En la mayoria de los casos se
observé también un cierto grado de asociaciéon entre pares de bivalentes. Se discute si el
nimero basico mas probable del género es x=12 6 x=6 y se refuerzan los argumentos que
relacionan esta familia con las Portulacéceas.



» INTRODUCCION



La familia Basellaceae Moquin-Tandon consiste de cuatro géneros (Anredera
Juss., Basella L., Tournonia Moquin-Tandon y Ullucus Caldas) y diecinueve
especies, todas ellas originarias de América, Asia y Africa. Algunos géneros poseen
especies que son cultivadas para consumo alimenticio, debido a la presencia de
hojas carnosas y/o tubérculos ricos en hidratos de carbono. Otros géneros, como
Anredera, revisten importancia como plantas ornamentales.

Anredera comprende doce especies distribuidas en América tropical, subtropical
y andina desde Texas, sur de Estados Unidos, hasta Argentina. Tres de ellas
crecen en nuestro pais, principalmente en el norte, siendo el limite de distribucidon
austral la provincia de Buenos Aires. Ellas son A. cordifolia (Tenore) Steenis, A.
tucumanensis (Lillo & Hauman) Sperling y A.krapovickasii (Villa Carenzo) Sperling.

A. cordifolia es una especie nativa de Sudamérica, donde su abundancia es
mayor; sin embargo, se cultiva en climas subtropicales y templados de todo el
mundo, y se ha naturalizado en muchas areas, llegando a ser maleza en algunos
casos (Figura 1). A. tucumanensis se encuentra en Bolivia, Argentina y SE de
Brasil, entre los 300 y 2500 m.s.n.m (Figura 2). La distribucion de A. krapovickasii
comprende el sur de Bolivia y el norte de Argentina, entre los 1400 y 1500 m.s.n.m.
(Figura 2).

Se trata de plantas herbaceas, trepadoras, perennes, con rizomas o tubérculos.
Todo el cuerpo de las plantas es suculento y rico en mucilago. Las flores son
pequefnas (4mm aproximadamente) y se agrupan en inflorescencias racimosas
(Figura 3).

La informacion citogenética de estas especies se encuentra restringida a
numeros cromosomicos y es escasa e imprecisa. S6lo se conocen datos previos en
A. cordifolia, para la cual se han citado nimeros cromosémicos 2n=~20 (Rocen,
1927), 2n=24 (Nevling en Bolkhovskikh et al, 1969) y 2n=36 (Mc Kenzie en
Bolkhovskikh et al., 1969), si bien en este Ultimo caso se cita bajo el sinénimo
Boussingaultia baselloides auct non HBK.

Diversos estudios floristicos han sefialado la ausencia de fruto y semilla en A.
cordifolia, asi como también la presencia de bulbillos aéreos producidos en las
yemas axilares, mediante los cuales se reproduciria vegetativamente (Hauman,
1925; van Steenis, 1957; Villa Carenzo, 1966; Hatschbach, 1974; Zapater, 1991).
Sin embargo, en estudios embriolégicos no se encontraron irregularidades que

pudieran impedir la formacién de frutos (Rocén, 1927; Pozner & Maldonado, 1989).



La observacion de materiales de herbario y ejemplares vivos revelé en numerosos
casos la presencia de una cépsula indehiscente con una uUnica semilla (Sperling,
1987, Xifreda et al.,1999). Por otro lado, estudios previos mostraron la existencia de
reproduccion sexual en plantas silvestres y esterilidad en las plantas cultivadas
bulbiliferas (Xifreda, comunicacién personal).

Una problematica similar ocurre en Ullucus Cald., otro género de la familia,
(Rousi et al. 1988; Pietilé et al. 1990; Larkka et al., 1992), que serviria de modelo
comparativo. Ullucus tuberosus Cald. es un importante tubérculo comestible
cultivado por seleccion de tubérculos en comunidades andinas sudamericanas.
Tanto las formas silvestres como las cultivadas presentan dos niveles de ploidia
distintos: 2n=2x=24 y 2n=3x=36 (Brucher, 1977; Larkka et al, 1992) con excepcion
de un clon cultivado en el que se encontré una linea celular con numero
cromosomico 2n=48 (Larkka et al/, 1992). Todos los individuos se reproducen
vegetativamente mediante los tubérculos basales, siendo éstos mas grandes en las
formas cultivadas; producen escasa cantidad de semillas, y ademas su viabilidad es
muy baja, aunque existe variabilidad dentro de los clones para este ultimo caracter
(Larkka et al., 1992). En un principio se propuso que las semillas tenian un origen
apomictico (Sperling, 1987), posteriormente Pietild ef al. (1990) encontraron
mediante estudios enzimaticos que se trataba de semillas de origen sexual.

Los objetivos del presente trabajo son lograr una mejor caracterizacion de las
especies argentinas de Anredera a nivel citolégico, y determinar el origen de la
variabilidad encontrada dentro de A. cordifolia en cuanto a su reproduccion.
Combinando esta informacion con los datos morfoldgicos y palinolégicos obtenidos
por la Ing. Agr. Cecilia C. Xifreda se podria revisar la sistematica del grupo. Esto

constituiria un aporte mas al conocimiento de nuestra flora.
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Figura 3. A. cordifolia. A: aspecto general. B: inflorescencia.
C: bulbillos aéreos. D: detalle de los bulbillos.



Figura 4. Detalle de flor y fruto de A. cordifolia.



» MATERIALES Y METODOS



La procedencia y colectores de los materiales estudiados se detallan en la
Tabla 1. Los ejemplares de herbario se encuentran depositados en el Instituto
de Botanica Darwinion (Sl), y en el herbario de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la U.B.A. (BAFC). La determinacion taxondmica de las especies

fue realizada por la Ing. Agr. Cecilia C. Xifreda.

Estudios mitéticos

A los efectos de determinar la existencia de bibliografia previa relacionada
con los numeros cromosdmicos y cariotipos descriptos se consultaron los
siguientes indices cromosémicos: Bolkhovskikh ef al., 1969; Moore, 1973,
1974 y 1977, Goldblatt, 1981,1984,1985,1988, 1990, 1991, 1994 y 1996.

Los cromosomas mitoticos fueron estudiados en apices de raicillas
provenientes de semillas o bulbillos aéreos puestos a germinar; con este fin se
confeccionaron cajas de germinacion utilizando algodon y papel de filtro
embebidos en agua. Estas ultimas fueron mantenidas en oscuridad y a
temperatura constante (23°C). Las raicillas de aproximadamente 0,5 - 1 cm de
longitud, fueron pretratadas con 8-hidroxiquinoleina durante una hora y media.
En algunos casos, antes del pretratamiento se incubaron en estufa a 35°C
durante 20 minutos, con el fin de activar la division celular y asi obtener un
mayor porcentaje de células en mitosis. Luego se fijaron en una mezcla 3:1 de
etanol absoluto y acido acético glacial por mas de 12 hs. Posteriormente las
raicillas se sometieron a hidrélisis en acido clorhidrico 5 N durante 12 minutos y
fueron enjuagadas en agua. Luego el apice fue separado y disgregado sobre
un portaobjetos en una gota de colorante. La tincion se realizé con hematoxilina
propidnica al 2%, utilizando como mordiente citrato férrico al 1% (Saez, 1960;
Nuriez, 1968). Se colocd un cubreobjetos y se procedié a verificar el grado de
disgregacion alcanzado al microscopio Optico, cuando fue necesario se
procedi6 al golpeteo suave con aguja. Posteriormente se procedid al
calentamiento controlado del preparado sobre la llama. Este método facilitd el
aumento del contraste entre citoplasma y cromosomas, permitiendo un éptimo
aplastado y, en consecuencia, la disposicion de los cromosomas en un plano.
Los preparados temporarios asi obtenidos fueron sellados con cera vy

analizados al microscopio Optico. Una vez obtenidas las fotomicrografias, se



extrajo la cera de los bordes con xilol, se congel6 el preparado en hielo seco
(COz2) y se hizo saltar el cubre. Tanto el porta como el cubre fueron sumergidos
sucesivamente en etanol absoluto, etanol-xilol y xilol, y luego fueron montados
en Depex. Para la obtencion de las fotomicrografias se utilizé un
fotomicroscopio Leitz Westlar y una camara de fotos Leica.

En un principio las raicillas se pretrataron con a—bromonaftaleno, pero se
dejo de usar por ser sumamente toxico. Se reemplazé por 8-hidroxiquinoleina,
ya que su uso se encontraba citado en Ullucus, otro género de la familia
(Larkka et al., 1992). También se probd el pretratamiento con colchicina, pero
se descartd porque no se obtenian buenas placas metafasicas, ya que los
cromosomas no se observaban bien separados.

Cada cariograma ha sido confeccionado en base a los cromosomas
recortados de las fotomicrografias de las metafases mitéticas. La descripcion
de los cromosomas y el ordenamiento de los mismos se realizd siguiendo la
nomenclatura propuesta por Levan et al. (1964). Segun ésta, los cromosomas
se asignan a seis categorias morfoldgicas diferentes segun el indice
centromérico (IC), obtenido de dividir la longitud del brazo corto por la longitud
total del cromosoma.

Tipo IC
M 50,0
m 50,0-37,5
sm 37,5-25,0
st 25,0-12,5
t 12,5-0
T 0

Con este fin se procedié a medir los cromosomas directamente sobre las
fotomicrografias utilizando una lupa con ocular micrométrico. A partir de estas
medidas también se calcularon la longitud promedio de cada par de homdlogos
(C' )y la longitud cromosémica total (LCT).

Con todos los cariogramas disponibles se procedié a determinar la férmula

cariotipica de las distintas especies.



La denominacién de los satélites se realizé siguiendo el criterio indicado por
Battaglia (1955).

Se completé el estudio de los cariotipos estimando la asimetria de los
mismos, mediante la utilizacion de los indices propuestos por Romero Zarco
(1986).

El indice de asimetria intracromosdmica (A1) estima la asimetria del cariotipo
en funcidn de la relacion entre la longitud de los brazos cromosomicos, y se
calcula segun la ecuacion:

A =1-——

donde b; y B; son las longitudes promedio de los brazos corto y largo
respectivamente para cada par o grupo de cromosomas homélogos, y n es el
numero de pares o grupos de cromosomas homélogos. A; varia de cero a uno,
y su valor disminuye cuando los cromosomas tienden a ser metacéntricos.
Ademas es independiente del numero y tamario cromosémicos.

El indice de asimetria intercromosdmica (Az) es un estimador de la asimetria
del cariotipo debida a la relacion entre el tamafo de los diferentes
cromosomas, y se calcula segun la ecuacion:

es decir, el cociente entre la desviacién estandar y la media de la longitud
cromosomica de cada muestra. A; adopta valores mas grandes cuanto mayor
es la variaciéon en la longitud cromosdmica entre los pares o grupos de
homologos, y también es independiente del numero y tamafio cromosomicos.
Se contaba con un unico individuo de Anredera tucumanensis creciendo en
condiciones muy controladas en el laboratorio. Sin embargo, no se disponia ni
de semillas ni de inflorescencias. La necesidad de obtener raicillas para realizar
preparados mitéticos de este individuo asi como también de individuos de A.

cordifolia cuyos bulbillos habian agotado su capacidad de germinar, llevo a

n



intentar obtenerlas a partir de gajos de estas plantas puestos en recipientes
con agua. De esta manera se observé que los individuos mostraban diferencias
en cuanto a la capacidad de emitir raices, y se repitid la experiencia utilizando
esta vez todas las plantas disponibles en el campo exprimental de Ciudad
Universitaria. Se pusieron en recipientes con agua fresca varios gajos de cada
una de las especies estudiadas y, a su vez, de varias localidades de A.
cordifolia (CCX 1715, FTOM s/n Monte, AFW 806, FTOM 732), y se
monitorearon cada 5 dias durante un periodo total de 20 dias.

Como A. tucumanensis no producia raices se intentd obtenerlas poniendo
los gajos en una solucidon de &cido indolacético (AIA) 1x10% M
aproximadamente y en oscuridad total. Esta hormona vegetal promueve la

formacion de raices adventicias, entre otros efectos.

Estudios Meidticos

El comportamiento meidtico de los cromosomas se estudié en las células
madre de los granos de polen; para esto se fijaron en el lugar de coleccion las
inflorescencias inmaduras en una mezcla 3:1 de etanol absoluto y acido acético
glacial preparada en el momento de fijar o Newcomer modificado
(Hunziker,1966) preparado con anterioridad. Pasadas las 24 hs, las
inflorescencias a utilizar se pasaron a alcohol 70%, con el objeto de ablandar el
material. Las anteras extraidas de cada flor se disgregaron en hematoxilina
propionica al 2%, utilizando como mordiente citrato férrico al 1%. El recuento
de univalentes, bivalentes (abiertos y cerrados) y trivalentes se realizd en
metafase |, pero también se observaron los demas estadios con el objeto de
analizar la regularidad de la meiosis.

La fertilidad del polen se midié mediante la tincion de Alexander (1969). Se
analizaron entre 160 y 500 granos de polen por preparado, aleatoriamente
seleccionados. Ademas se realizaron preparados provenientes de distintas
flores y de distintas inflorescencias, y luego se hizo un promedio con los

valores obtenidos.



Medicion del contenido de ADN

El contenido de ADN de A. cordifolia se midid mediante la técnica de
microdensitometria y tincion con Feulgen utilizando tanto raicillas provenientes
de semillas o bulbillos germinados como epidermis de hojas, segun la
disponibilidad de material de cada localidad. El colorante de Feulgen se
preparé en frio segun Lillie (1951) y se conservo en heladera a 4° C.

En el caso de la medicion en nucleos interfasicos de epidermis se siguio el
siguiente protocolo para la confeccidon de la curva de hidrélisis (Poggio &
Hunziker, 1986):

1. Extraccion de la epidermis de hojas sanas y de edad intermedia del
individuo CCX 2006.

2. Fijacién en 3:1 etanol — &cido acético por mas de dos horas.

3. Lavados (3) en agua destilada durante 10 minutos cada uno.

4. Hidrdlisis con &cido clorhidrico 5N a temperatura ambiente durante
tiempos variables (20'- 30’- 40- 50’- 60).

5. Lavados (3) con agua destilada durante 15 minutos cada uno.

6. Coloracién con reactivo de Feulgen a pH 2,2, durante 2 hs. a 20° C

7. Lavados (3) con agua sulfurosa durante 10 minutos cada uno.

8. Lavados (2) con agua destilada durante 10 minutos cada uno.

9. Montaje de las epidermis en gelatina glicerinada con fenol.

Una vez determinado el tiempo de hidrélisis 6ptimo, que fue de 45 (ver
resultados), se siguid el mismo procedimiento para la medicion de individuos y
testigo. Se midieron los individuos CCX 732, FTOM s/n, CCX 2006 y CCX
1711,

En el caso de la medicion en nucleos telofasicos de células meristematicas
de raicillas se realizé la curva de hidrélisis de la siguiente manera (Poggio &
Hunziker, 1986):

1. Obtencién de raicillas de 0,5 — 1 cm a partir de semillas del individuo AFW
800 puestas a germinar en cajas de Petri con papel absorbente humedecido.

2. Fijacidn en 3:1 etanol : &cido acético por mas de 12 hs.

3. Lavados (3) en agua destilada durante 10 minutos cada uno.

4. Hidrolisis con acido clorhidrico 5N a temperatura ambiente durante
tiempos variables (30'- 40’- 50’- 60’- 70’).



5. Lavados (3) en agua destilada durante 10 minutos cada uno.

6. Coloracién con reactivo de Feulgen a pH 2,2 durante 2hs.

7. Lavados (3) con agua sulfurosa durante 10 minutos cada uno.

8. Lavados (2) con agua destilada durante 10 minutos cada uno.

9. Montado en agua destilada, sellado y conservado en caja negra durante la
noche previa a la medicién (modificado segun comunicacion personal de C.
Bottini).

Una vez determinado el tiempo de hidrélisis optimo, que también fue de 45’
(ver resultados), se utilizd el mismo procedimiento para la medicion de
individuos y testigo. Se midieron los individuos AFW 801, AFW 805, AFW 800,
CCX 2006, AFW 804 y CCX 1711.

La cantidad de ADN por nucleo, expresada en unidades arbitrarias se midié
en todos los casos a una longitud de onda de 570 nm en un
microespectrofotometro Zeiss universal (UMSP30). Para expresar el contenido
de ADN en picogramos se utilizé como testigo Amaranthus cruentus (2C = 1,26
pg) (Poggio & Greizerstein, 1992).

En ambos casos la fijacidn de los tejidos en etanol - acido acético (3:1) no
influye en la posterior tincidn con Feulgen (Greilhuber,1987), y por lo tanto
tampoco en los valores de contenido de ADN obtenidos, ya que los tejidos
utilizados no contienen polifenoles del tipo de los taninos.

Las diferencias en el contenido de ADN entre medias se evaluaron mediante
el analisis de las varianzas (ANOVA). Para la comparacion entre medias se
realizaron contrastes a posteriori (no planeados) utilizando el método de
Scheffé, y también contrastes a priori (planeados), segun correspondiera.

Los datos de la curva de hidrélisis de epidermis y los de los individuos
medidos en raicillas fueron evaluados a través de un ANOVA de un factor y de
la Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Esta ultima fue realizada para
evitar los supuestos del modelo del ANOVA paramétrico.

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizd el programa
STATISTICA.



Tabla 1. Lista de los materiales de Anredera estudiados, indicando origen y nimero
herbario. Colectores: HA: Hugo Ayarde, FTOM: Federico Teodoro Otto Mollard, AMS:
Andrea Mariel Sanso, AFW: Arturo Federico Wulff, CCX: Cecilia Carmen Xifreda.

ESPECIE PROCEDENCIA EN CULTIVO
Prov Jujuy, Depto. Santa Bdrbara, a 5 km
Anredera cordifolia del Fuerte de Santa Bdrbara, CCX 922

(SI).

Prov. Jujuy, Depto. Capital, entrada a Mina
9 de Octubre, antes del rio Zapla. CCX &
AMS 899 (SI)

Prov.Salta, Depto. Capital, Co. San
Bernardo, CCX 1713 1714 (SI)

Prov.Tucumdn, Depto. Capital, Avda. Mate
de Luna, CCX & AMS 1053 (SI)

Campo experimental C.U.

Prov. Tucumdn, Depto. Tafi, Yerba Buena.
CCX 1710, 1711, 1715 (ST)

Campo experimental C.U.

Prov. Entre Rios, Depto. Villaguay,
Villaguay, FTOM s/n (BAFC)

Capital Federal, Villa del Parque, CCX 732,
331 (SI)

Campo experimental C.U.

Capital Federal, Palermo Viejo, CCX 2006
(sD)

Campo experimental C.U

Capital Federal, Instituto del Lisiado, AFW
806 (BAFC)

Campo experimental C.U.

Prov. Buenos Aires, Pdo. Avellaneda, Villa
Dominico, AFW 802, 805 (BAFC)

Prov. Buenos Aires, Pdo. Lanus, Lanis, AFW
801 (BAFC)

Prov Buenos Aires, Pdo. Lomas de Zamora, |.

Lavallol, AFW 800 (BAFC)

Prov. Buenos Aires, Pdo. Gral. Sarmiento,
Del Viso, AFW 804 (BAFC)

Prov. Buenos Aires, Pdo. Monte, San Miguel
del Monte, FTOM s/n (BAFC)

Campo experimental C.U.
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»» RESULTADOS



Mitosis

Dentro de la especie A. cordifolia se reconocieron dos niveles de ploidia
distintos: 2n = 2x = 24 y 2n = 3x = 36 (Tabla 2). Por otro lado el nimero
cromosomico encontrado para A. krapovickasii fue 2n = 24 (Tabla 2). En el caso de
A. tucumanensis no fue posible determinar el numero cromosémico
correspondiente debido a que no se pudieron obtener raicillas a partir del Unico

ejemplar disponible.

Tabla 2. Andlisis mitético de A. cordifoliay A. krapovickasii, indicando nimero
cromosdmico, nivel de ploidia y el nimero de células analizadas en cada caso. Los
individuos se identifican segtin los nimeros de herbario que figuran en Tabla 1.

2n NIVEL DE | N° CELULAS N° DE
PLODIA | ANALIZADAS| HERBARIO

Anredera cordifolia

24 2x 8 CCX 1714

24 2x 5 Monte s/n

24 2x 4 CCX 1713

24 2x 10 CCX 732

24 2x 8 CCX 922

24 2x 25 CCX & AMS 1053

24 2x 7 CCX & AMS 899

24 2x 20 AFW 800

36 3x 7 CCX 1710

36 3x 12 CeCX 1711

36 3x 14 CCX 2006

36 3x 10 AFW 805

36 3x 10 Villaguay s/n
Anredera krapovickasii

24 | 2x | 29 |  AFW 786

Las férmulas cariotipicas encontradas para A. cordifolia fueron las siguientes:
- 2n=24=20m + 4 sm (Figura 5)
- 2n=36=30m+ 6 sm (Figuras6y7)

Se muestran dos cariogramas diferentes del triploide ya que en uno de ellos
(Figura 7) se aprecia con mayor claridad la morfologia de los cromosomas y es el
unico que muestra la presencia de dos tripletes de cromosomas con satélites. Los
satélites correspondientes al par 12 se observan en la mayoria de los casos, tanto
en los individuos triploides como en diploides; sin embargo los satélites del par 1
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s6lo se han observado en esta célula. El cariograma de la Figura 6 también se
incluye porque se armo a partir de una célula pretratada del mismo modo que el
resto (8-hidroxiquinoleina) y, por ende, la morfologia y el tamafo de los
cromosomas es comparable con el resto.

En las Tablas 3 y 4 se presenta una caracterizacion mas detallada de los

cariotipos encontrados para esta especie.

Tabla 3. Caracterizacion y longitudes promedios (en micrones) de los pares
cromosémicos que conforman el complemento de A. cordifolia(2n = 2x = 24)

CONSTRICCON 2"
PAR | TIPO | v 7IPO DE SATELITE C ES
1 m 2,41+0.70
2 m 209 +0,28
3 m 196 + 0,30
4 m 193 +0,32
5 m 1,88+ 0,29
6 m 1,83+0,31
7 m 1,74 + 0,31
8 m 1,72+ 0,28
9 m 166 +0,22
10 m 155+0,21
1 sm una en el brazo corto 207+0,73
microsatélite
12 sm 195+0,63




Tabla 4. Caracterizacion y longitudes promedios (en micrones) de los pares
cromosomicos que conforman el complemento de A. cordifolia(2n = 2x = 36)

CONSTRICCION 2 " 3
PAR | TIPO | v vIp0 DE SATELITE s
1 m una en el brazo corto (una| 1,96 +0,04
célula) - microsatélite
2 m 1,71+0,09
3 m 1,62+0,05
4 m 1,55+ 0,07
5 m 154+0,06
6 m 1,48 + 0,07
7 m 1,43 +0,07
8 m 135+0,04
9 m 1,28 + 0,04
10 m 117+ 0,01
11 sm una en el brazo corto 155 +0,08
microsatélite
12 sm 1,33+0,03

La férmula cariotipica encontrada para A. krapovickasii fue:

2n=24=18 m+ 2 m-sm + 4 sm (Figura 8).

En algunas células se encontr6 un numero mayor de cromosomas
submetacéntricos, por lo que este resultado deberia ser confirmado mediante el

analisis de nuevas células.

Los valores de los indices de asimetria A; y Az son bastante bajos y uniformes

para todos los individuos considerados, y se representan en la Figura 9.
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Figura 9. A, vs. A, para las células analizadas de A. cordifolia 2n=24 (en naranja),

2n=36 (en azul) y A. krapovickasii (en violeta)

En la siguiente tabla, en cambio, se muestran los valores promedio de A, Az y
LCT de A. krapovickasii, A. cordifolia 2n=24 y A. cordifolia 2n=36:

Tabla 5. Valores promedio de los indices de asimetria A; y A, y de la longitud
cromosomica total, con sus errores estandar.

Se indica también la longitud cromosdmica total por genoma bdsico.

villag/ 1 |
804/1
804/2
2006/1
2006/2
2006/3 |
2006/4 |
732/1
732/2
monte/1 ‘
monte/2 i
monte/3 '
786/1 |
786/ 2
786/3

ESPECIE Ar Az LCT (2n) LCT (x)
A. krapovickasii | 0,2879 +0,0178 | 0,1580 + 0,0189 4943 245
A. cordifolia/ 2x | 0,2051+0,0147 | 0,1509 + 0,0187 42:2 21
A. cordifolia/ 3x | 0,2218 +0,0092 | 0,1518 + 0,0092 53+ 1 17,7

En los promedios de A. cordifolia 2n=36, no se incluyeron los valores de la célula

A.c.2006 /1, pues es la que corresponde a un pretratamiento diferente.
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Figura 10. Asimetria del cariotipo y longitud cromosémica total. A: A. cordifolia 2n=24.
B: A. cordifolia2n=36. C: A. krapovickasii;
La capacidad de generar raicillas a partir de gajos se resume en la siguiente tabla:

Tabla 6. Descripcidn cualitativa de la capacidad de producir raicillas a partir de gajos
en funcidn de la rapidez para emitirlas y la abundancia y el grosor de las mismas.

ESPECIE/INDIVIDUO | DIAS5 DIA 10 DfA 15 DiA 20
A. tucumanensis - - - -
A. krapovickasii Incipientes | Bastantes | Bastantes Muchas
AFW s/n Finitas Finitas Finitas
A. cordifolia Incipientes | Bastantes Muchas Muchas
cex 1715 Gruesas Gruesas Gruesas
A. cordifolia Incipientes | Muchas Muchas Muchas
FTOM s/n Monte Gruesas Gruesas Gruesas
A. cordifolia - Incipientes | Bastantes | Bastantes
AFW 806 Gruesas Gruesas
A.cordifolia - Incipientes | Bastantes | Bastantes
CCX 732 Gruesas Gruesas




Si bien se trata de resultados cualitativos, se observa que las distintas especies
difieren en cuanto a su capacidad de emitir raices a partir de gajos. Lo mismo
ocurre para los distintos niveles de ploidia de A. cordifolia. Sin embargo, el individuo
de Monte produce raicillas similares a los individuos triploides.

A. tucumanensis no produjo raices ni siquiera bajo el tratamiento con AIA en
oscuridad.
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Meiosis

Se encontraron diferencias fundamentales en la meiosis de A. cordifolia en

relacion al nivel de ploidia (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis meidtico de A. cordifoliay A. krapovickasii, indicando nivel de ploidia,
ndmero de células analizadas, configuracion meidtica (con media y su error estdndar
para los triploides) y fertilidad del polen en cada caso. Los individuos se identifican

segun sus numeros de herbario.

N° DE CONFIGURACION
NIVELDE | (ELuLas MEIOTICA FERTILIDAD| N°DE
PLOIDIA ANALIZADAS (IT, ITI, I) HERBARIO
Anredera cordifolia
2x 22 I CCX 1714
2x 20 II+2B 82% Monte
2x 18 II CCX 1713
2x 28 II CCX 732
2x 20 II 96% CCX 922
2x 25 II 88% AFW 802
2x 25 II AFW 800
2x 22 II AFW 801
IIT (9,57 + 0.36)
3x 28 II (2,46 +0.43) 53% CCX 2006

I (1,17 +0.20)

III (9,11 + 0.31)
3x 29 II (3,33 +0.42) 14% AFW 804
1(2,77+0.38)+1B

Anredera krapovickasii

2x | 29 | II | 96% | AFW 786

La meiosis de los individuos diploides (2n = 12 II) fue regular en todos los
estadios (Figura 11), observandose unicamente bivalentes en metafase I (Figura 11
A y B). Luego de la citocinesis se observo la formacion de tetradas (Figura 11 D).
Por el contrario, la meiosis de los individuos triploides mostro irregularidades en
todos los estadios (Figura 12). En metafase I se observaron trivalentes (X =9,34 +
0,27), bivalentes( x=2,61 + 0,29) y univalentes ( x =2,78 + 0,24) (Figura 12.A). En
anafase [ y II se observaron la presencia de cromosomas rezagados, y también la
migracion de un numero distinto de cromosomas hacia cada polo (Figura 12 B, C y

D). La telofase II mostré en numerosos casos la presencia de micronucleos que
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dieron lugar a la formacion de penta-, hexa- y heptadas luego de la citocinesis
(Figura 12 E). La configuracion metafasica mas frecuente fue: 101l + 211 + 2 L.

Estas diferencias en la regularidad de la meiosis se reflejan también en la
fertilidad del polen. En el caso de los individuos diploides esta vario entre el 82 y el
96%, mientras que la fertilidad del polen de los individuos triploides varié entre el 14
y el 563%. Ademas se observaron irregularidades en la morfologia y diferencias en
el tamafio de los granos de polen de la mayoria de los triploides (Figura 12 F).

Los individuos AFW 804 (3x) y FTOM s/n Monte (2x) presentaron uno y dos
cromosomas B respectivamente, los cuales se observaron en metafase I como
heteropicnéticos negativos y fuera de placa. Sin embargo, no se realizd un estudio
detallado del comportamiento de los mismos ni de la presencia de cromosomas B

en otros individuos.

La meiosis de A. krapovickasii (2n = 12 1I) resulté regular en todos sus estadios
(Figura 13), observandose 12 bivalentes en metafase I (Figura 13 A). La fertilidad
del polen fue del 96% (Tabla 7).

La meiosis de A. tucumanensis no pudo ser analizada porque no se disponia de
flores.

En la siguiente tabla se resume el andlisis detallado de la meiosis de A. cordifolia

2n=24 y de A. krapovickasii

Tabla 8. Bivalentes abiertos y cerrados observados en metafase I de meiocitos; se
indican la media con su error estdndar, la moda (m) y el nimero de células analizadas de
cada especie (n).

ESPECIE 11, IT,
A.cordifolia x=7,67+0,32 x=433+0,32
(n=15) m=7-8 m=5-4

A.krapovickasii X=75b3+0,37 X=446+0,37
(n=13) m=8-6 m=4-6




Figura 11. Meiosis de A. cordifolia Villa del Parque (2n=2X=24).
A: prometafase I. B: metafase I. C: telofase I. D: tetradas.



Figura 12. Meiosis de A. cordifolia Del Viso (2n=2X=36).
A: metafase I ( A:trivalentes; A :bivalentes; x monovalentes). B-C:
anafasel. D: anafase II. E: heptada. F: polen.



Figura 13. Meiosis de A. krapovickasii (Salta) 2n=24. A,B,C:
metafase I. Se observa asociacion secundaria de pares de
bivalentes. D: prometafase IT. E: Tetrada



Contenido de ADN

El analisis de la varianza realizado para la curva de hidrélisis hecha a partir de
nucleos interfasicos de células epidérmicas mostré diferencias significativas entre
los distintos tiempos de hidrolisis ensayados (F = 19,611; p<0,000001). En
particular, se encontro que el contenido de ADN de los nucleos correspondientes a
los tiempos de hidrdlisis de 40’ y 50’ diferian significativamente del resto, pero no
entre si (p>0,1166). Por lo tanto el tiempo de hidrdlisis 6ptimo elegido fue de 45
(Figura 14). 22

215
21
Z 205
<
S 20
S
: § 195
Figura 14. Curva de £
hidrélisis en epidermis. R
El contenido de ADN se 185
expresa en unidades -
arbitrarias. 20 30 40 50° 60°

Tiempo de Hidrdlisis

El andlisis de la varianza realizado para la curva de hidrélisis hecha a partir de
nucleos telofasicos de células meristematicas de raicillas también mostro
diferencias significativas entre los distintos tiempos de hidrélisis ensayados
(F=104,362; p<0,000001). La prueba no paramétrica arrojo los mismos resultados
(H=48,16; p<0,0001). Los nucleos correspondientes a los tiempos de hidrélisis de
40, 50’ y 60’ diferian significativamente del resto, pero no entre si (p>0,7133,
p>0,9952 y p>0,5124)

' 38
(Figura 15).
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Por este motivo se decidio tomar como tiempo de hidrélisis optimo también el de

45 de manera tal de uniformar ambas experiencias.

El contenido de ADN de los individuos de A

las Tablas 9y 11

cordifoha estudiados se

esume en

Tabla 9. Contenido de ADN de individuos diploides y triploides de A. cordifolia, medido
_en nucleos telofasicos y expresado en unidades arbitrarias y picogmmos (v+ES).

-

| CONTENIDO DE ADN (ZC) ADN
INDIVIDUO | NIVELDE | N°DE . | genoma
: - PLOIDIA | NUCLEQOS : UA bg B BASIC?(pg)
AFW 800 2x |15 485:015 | 2052006 = 103
AFW 801 2x |19 4402013 | 1862005 | 093
AFW 802 2x 1 354:007 = 1501003 0,77
CCX 2006 ' 3x 18 577+016 | 244:007 | 08l
AFW 804 | 3x 7 541+045 « 228:005 | 076
villag. s/n 1 3x 16 532:059 ' 2252006 | 075
Sooexarit L 3x 10 | 701:056 = 296:024 | 099
Amaranthus 40 2,98 + O,b8 ‘

~
Jde

Los individuos cuyo contenido de ADN fue medido en nucleos telofasicos
celulas meristematicas de raicillas presentaron diferencias significativas en cuanto a
esta variable (F = 46 954: p«= 0.000001) (Tabla 10)

indicaron la presencia de diferencias significativas en el contenido de ADN entre los

Los contrastes a posterior

individuos diploides y tambien entre el individuo 1711 y el resto de los individuos
triploides. Por io tanto no pudieron agruparse los datos correspondientes a los
individuos diploides por un lado. vy por el otro ios pertenecientes a los individuos

triploides. para ser comparados entre si

Tabla 10. Contrastes de Scheffe. Se muestran las probabilidades (P) de cada
contraste. Los resultados significativos se resaltan en color.

"PLOTDIA| 2x /800 | 2x /801 | 2x/802 | 3x /804 |3x /2006 3x fvillag | 3x / 1711
2% 1 800 i | |
T2x7807 | 04459 - |0 T 7 D
ax/802 | R A { o
“oxi804 [ 02172 1 . T |

2x 12005 T ToTor3 T T T T

3 lvilag | 04046 | 109998 | 04537 S
BT : B R | E
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