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RESUMEN

Tropaeolum (Tropaeolaceae) incluye aproximadamente 100 especies distribuidas desde México hasta el sur de Argentina
y Chile. En Argentina habitan 15 especies entre los 700 y 3500 m s.n.m. Los recuentos cromosdmicos para el género
revelan un niimero cromosoémico basico x = 14. En el presente trabajo se realizaron estudios citogenéticos en tres especies
ampliamente distribuidas en el Noroeste Argentino: T. argentinum, T. atrocapillare y T. capillare. Los botones florales se
trataron con técnicas citogenéticas clasicas. El nimero gametofitico encontrado en las tres especies analizadas fue de n =x
= 14. Durante la division celular se observaron asociaciones cromosdmicas secundarias y numerosas irregularidades tales
como cromosomas rezagados, puentes de cromatina y segregaciones desbalanceadas. Nuestros resultados representan los
primeros estudios citologicos de estas especies y evidencian el caracter diploide para los taxones de esta region.

PALABRAS CLAVE: Niimeros cromosomicos, meiosis, Tropaeolum, viabilidad del polen.

ABSTRACT

Tropaeolum (Tropaeolaceae) comprises approximately 100 species mainly distributed from México to South of Argentina
and Chile. Fifteen species inhabit in Argentina at 700-3500 m altitude. Chromosome counts in this genus indicate a
constant basic chromosome number x = 14. In this paper, three species widespread in the Northwestern of Argentina were
cytogenetically studied: T argentinum, T. atrocapillare and T. capillare. Flower buds were treated by classical cytogenetical
techniques. The gametophytic chromosome number from the three species here analysed was n = x = 14. During cell
division, secondary chromosomic associations and a lot of irregularities were observed such as lagging chromosomes,
chromatin bridges and unbalanced segregations. Our results, which highlight the diploid character in taxa from this region,
disclose the first cytological studies of these species.

Keyworps: Chromosome numbers, meiosis, pollen viability, Tropaeolum.

INTRODUCCION

El género Tropaeolum L. (Tropaeolaceae) incluye en
Sudamérica mas de 100 especies de hierbas trepadoras,
distribuidas desde México hasta el sur de Argentina y
Chile, principalmente por la Cordillera de los Andes. Las 15
especies reconocidas en Argentina habitan el noroeste, sury
este del pais (Bulacio 2015).

Tropaeolum argentinum Buchenau, T. atrocapillare
Sparre y T. capillare Buchenau de la seccion Tropaeolum
Sparre (Andersson & Andersson 2000) se caracterizan por
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ser hierbas anuales y trepadoras. Tropaeolum argentinum y
T. capillare habitan en el noroeste argentino y Bolivia, en
areas de transicion entre el bosque chaquefio y los bosques
montanos desde los 800 a 1500 m s.n.m., mientras que, 7.
atrocapillare es endémica del norte de Argentina y ocupa el
nivel superior del bosque montano, entre los 2300-2700 m
s.n.m.

El uso de las especies esta documentado por diferentes
autores. Antiguamente muchas de ellas fueron utilizadas
en medicina popular como antiescorbuticos (Saint-Hilaire
1825, Martius 1843, Hieronymus 1882, Pailleaux & Bois
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1899) mientras que otras, en la actualidad, se utilizan como
diuréticos (Gasparotto et al. 2009). Asimismo, Tropaeolum
tuberosum Ruiz et Pav. ssp. tuberosum cultivada en regiones
del altiplano, representa una alternativa para la alimentacion
de las comunidades andinas (Fernandez 1973, Briicher 1989,
Hermann 1992) y otras como 7. pentaphyllum Lam. ssp.
penthaphyllum y T. polyphyllum Cav. son utilizadas como
plantas ornamentales por la belleza de sus flores (Milano &
Molinari 1955).

Son escasos los antecedentes citogenéticos para el
género Tropaeolum, s6lo predominan articulos que revelan
los niimeros cromosémicos y nivel de ploidia. De las
aproximadamente 100 especies que comprende el género,
se conocen los recuentos cromosomicos de 9 de ellas. La
meiosis tampoco ha sido analizada profundamente en el
género. Huynh (1967) realiz6 una recopilacion de recuentos
cromosomicos, con el objeto de resolver la sistematica
del género Tropaeolum. El autor reconoce dos ntimeros
basicos, x = 13 y x = 14. El primero de estos numeros
habria derivado de progenitores con numeros basicos de
x = 6y x = 7. Posteriormente, Lewis (1980) postuld que
Tropaeolaceae exhibe predominantemente el numero
basico x = 14. Asimismo, investigaciones preexistentes
mencionan fenémenos de poliploidia y disploidia para
Tropaeolum, como en T. tricolor Sweet. con n = 26 y
2n = 52 para las poblaciones silvestres de 7. tuberosum
(Huynh 1967, Hermann 1992, Grau et al. 2003, Cadima-
Fuentes 2006, Malice & Baudoin 2009). Sin embargo, en
esta ultima especie, en ejemplares cultivados se reportaron
series aneuploides con nimeros cromosomicos somaticos
variados desde 2n = 18 y otros como 2n =27, 36, 43,48, 51
y 64 (Grau et al. 2003, Ortega et al. 2007). Tampoco existen
en el género antecedentes relacionados con la viabilidad
del polen, aunque se registran estudios de la morfologia
polinica (Huynh 1967, Garalla & Bulacio 2011).

El objetivo del presente trabajo fue determinar
los nimeros cromosémicos gametofiticos, analizar el
comportamiento meiotico y estimar la viabilidad del polen
en poblaciones naturales de Tropaeolum argentinum, T.
atrocapillare y T. capillare.

MATERIALES Y METODOS

El material estudiado fue recolectado en poblaciones de
diferentes localidades de la provincia de Tucuman y Salta
(Argentina). Los ejemplares herborizados se depositaron
en el Herbario Fanerogamico de la Fundacion Miguel Lillo
(LIL) (Figs. 1, 5,9).

Tropaeolum argentinum. ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto.
Trancas, camino de Choromoro a Chuscha, S 26°23°38” W
65°22°02”, 890 m, 4/111/2014 Ayarde- Bulacio 2705 (LIL).

Tropaeolum atrocapillare. ARGENTINA. Prov. Salta, Dpto.
Santa Victoria, S 22°15°07” W 64°57°44”, 2310 m, 5/

IV/2014. A. Slanis y D. Dieguez 2100 (LIL).

Tropaeolum capillare. ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto.
Trancas, camino de Choromoro a la Higuerita, S 26°23°21”
W 65°28°06”, 1100 m, 16/IV/2014 Ayarde-Bulacio 2709
(LIL).

Para realizar este estudio se seleccionaron botones
florales jovenes de 10 plantas de cada especie; 7. argentinum
y T. capillare se fijaron in situ en solucion Farmer (alcohol
etilico-acido acético en proporcion 3:1 respectivamente)
durante 24 h. Para el caso de T. atrocapillare que crece en
lugares de dificil accesibilidad, tres plantas fueron cedidas
generosamente por el Lic. Alberto Slanis del Laboratorio de
Taxonomia Vegetal Fanerogamica de la Fundacion Miguel
Lillo. Con el proposito de que estas plantas llegaran en
buenas condiciones durante su traslado hasta el Laboratorio
de Genética desde la provincia de Salta hasta Tucuman,
los ejemplares se mantuvieron en hielo durante 24 h a
temperaturas proximas a 0 °C, entonces los botones florales
fueron fijados en Farmer (alcohol etilico-acido acético 3:1).
El material fijado se conservd posteriormente en alcohol
etilico 70% a 4 °C. Los botones florales se sometieron a
hidrolisis acida en HCI IN a 60 °C durante 15 min. La
coloracion y montaje de las preparaciones microscopicas
se realizaron con unas gotas de hematoxilina propidnica al
2%, a la cual se anadieron cristales de citrato férrico. Para
el andlisis de la meiosis se observaron 120 células madre
de polen en cada estadio de la meiosis. Para el estudio de
la viabilidad de los granos de polen se utilizo la solucion
de Miintzig, mezcla de glicerina-carmin acético al 1% en
la proporcion 1:1 (Sharma & Sharma 1965). El nimero de
granos de polen considerados para estimar la viabilidad fue
de 1000 granos por especie.

Los preparados se observaron en un microscopio Nikon
eclipse E 200, equipado con una camara Moticam 1000
(1.3 Mp.) con la cual se tomaron las microfotografias. Las
ilustraciones se procesaron con el software Core]lDRAW
X3.

RESULTADOS

Todas las accesiones estudiadas presentan numero
gametofitico n = 14 y diferentes tipos y porcentajes de
irregularidades segiin la etapa analizada de la division
meiotica (ver Tabla 1).

Tropaeolum argentinum: En etapa temprana de la division
meiotica, en paquitene se observaron dos nucléolos en el
12,15% de las células, mientras que en el 87,85% restante
se evidencia solo un nucléolo. Los 1411 (14 bivalentes)
en diacinesis (Figs. 2 y 3) presentaron asociaciones
cromosomicas secundarias formadas por seis o siete
bivalentes, conformando dos grupos en el 90% de las
observaciones; no fue posible establecer si las asociaciones
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secundarias son extremo-extremo o del tipo lado-lado, debido
al pequefio tamaiio de los cromosomas, la agrupacion de los
mismos y a su grado de asociacion con el nucléolo; el 25%
de las diacinesis contienen asociaciones de cromosomas con
el nucléolo (Fig. 13). El comportamiento del complemento
cromosomico durante la division I fue regular (Fig. 14), con
excepcion de anafase I (Al), donde se observaron puentes
de cromatina en un 6,5% de las células analizadas (Fig. 15).

Las etapas de la division II también fueron generalmente
regulares, solo se observaron irregularidades en metafase
IT (MII) en porcentajes de 1%, las cuales consistieron en
cromosomas rezagados. La viabilidad estimada de los
granos de polen fue alta, con 99,7% de los granos de polen
con coloracion positiva. El 0,3% de los granos restantes
(inviables) se presentan no coloreados (Fig. 4).

TaBLA 1. Valores de las irregularidades meidticas y viabilidad del polen expresados en porcentajes. Nimero gametofitico (1), metafase
(M), anafase (A), telofase (T). / Values of meiotic irregularities and pollen viability expressed as percentages. Gametophyte number (n),

metaphase (M), anaphase (A), telophase (T).

TRREGULARIDADES MEIOTICAS %

EspEciEs n Division | Division 1T VIABILIDAD %
M A T M A T

Tropaeolum atrocapillare 14 43,00 93,00 - 76,00 80,00 60,00 93,00

T argentinum 14 - 6,50 - 1,00 - - 99,70

T. capillare 14 13,48 1,00 1,00 84,27 2,12 - 95,30

Tropaeolum atrocapillare: En paquitene se identificaron
entre uno y tres nucléolos. Se observaron los 141l en
diacinesis y prometafase avanzada (Figs. 6 y 7); en el 6% de
las CMP (células madres del polen) se pusieron en evidencia
asociaciones cromosOmicas secundarias similares a las
observadas en 7. argentinum, aunque éstas involucraban
de 3-5 bivalentes (Fig. 16). Se observaron numerosas
irregularidades en ambas divisiones meioticas. En metafase
I (MI) las células revelaron cromosomas fuera de la placa
ecuatorial en el 43% de ellas (Fig. 17). Los meiocitos en
Al evidenciaron cromosomas rezagados y formacion de
puente de cromatina en el 93% de los casos (Figs. 18 y 19).
En la segunda etapa de la division meiotica, en metafase,
el 76% de las células analizadas exhibieron irregularidades
representadas por, cromosomas rezagados, cromosomas
fuera de la placa medial y cromosomas fragmentados;
en anafase Il (AIl) en el 80% de las CMP se observaron
cromosomas rezagados, asi como bivalentes y univalentes
dispuestos al azar y dispersos en el citoplasma (Figs. 20
y 21); en el 60% de las telofase II (TII) se desarrollaron
micronucleos, hasta un nimero maximo de 10, distribuidos
al azar (Fig. 22). En T. atrocapillare la viabilidad del polen
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fue alta, reflejada en el 93% de granos coloreados y con s6lo
0,7% de no inviables (Fig. 8).

Tropaeolum capillare: En esta especie se observa de uno a
tres nucléolos en paquitene. Las diacinesis exhibieron 1411
(Fig. 10), en el 87% de ellas se presentaron asociaciones
secundarias compuestas por 6-7 bivalentes ain mas
agrupados que en T. argentinum (Fig. 23). El analisis del
resto de las etapas de la primera division meiotica permitio
la observacion del 13,48% de las MI con cromosomas que
segregan tempranamente, Al normales y Telofase 1 (TI)
con irregularidades en bajo porcentaje (1%), relacionadas
con la presencia de puentes de cromatina. En la segunda
etapa de la division se presentaron ciertas irregularidades,
en MII cromosomas rezagados con un porcentaje del
84,27%, similares a los observados MI y AlI con falta de
coordinacion de los cromosomas durante la segregacion,
generando 1% de segregaciones desbalanceadas; en esta
etapa también se observaron 1,12% de puentes de cromatina
(Fig. 24). El taxén presentd un 95,3% de granos de polen
coloreados, lo que sugiere una alta viabilidad; los granos
inviables 5,7% no se colorearon (Fig. 12).
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FiGuras. 1-4: Tropaeolum argentinum. 1) aspecto general de la flor; 2) diacinesis, n = 14; 3) representacion grafica de Fig. 2; 4) granos
de polen. Figs. 5-8: Tropaeolum atrocapillare. 5) aspecto general de la flor; 6) prometafase I, n = 14; 7) representacion grafica de Fig. 6;
8) granos de polen. Figs. 9-12: Tropaeolum capillare. 9) aspecto general de la flor; 10) diacinesis, n = 14; 11) representacion grafica de
Fig. 10; 12) granos de polen. Figs. 2-3, 6-7, 10-11 escala = 10 um; Figs 4, 8 y 12 escala = 20 um. / Figs. 1-4: Tropaeolum argentinum. 1)
general appearance of the flower; 2) diakinesis, n = 14 II; 3) graphic representations of figure 2; 4) pollen grains. Figs. 5-8: Tropaeolum
atrocapillare. 5) general appearance of the flower; 6) prometaphase I, n = 14 II; 7) graphic representations of figures 6; 8) pollen grains.
Figs. 9-12: Tropaeolum capillare. 9) general appearance of the flower; 10) Diakinesis, n = 14 II; 11) graphic representations of figures 10;
12) pollen grains. Figs. 2-3, 6-7, 10-11 scale = 10 um, Figs. 4, 8 and 12 scale =20 um.

87



Gayana Bot. 76(1), 2019

0, 2
g BTN ~
5 ) ‘?{e {"" 4 L |
o ~ e
o B4
(-
-
v .“
9. -
716
‘ T"‘ T- ° -"t »

5 || MEEEDD || %5 20

A NE
o % "’#’ @"
. 22 e Mk e 2Py

Ficuras. 13-15: Tropaeolum argentinum. Figs. 13) diacinesis con asociaciones secundarias, 14) MI normal, 15) Al con puente de cromatina.
16-22: Tropaeolum atrocapillare. 16) diacinesis con asociaciones secundarias, 17) MI con cromosomas fuera de placa ecuatorial, 18)
Al con cromosomas rezagados, 19) Al con puente, 20) AIl con cromosomas rezagados, 21) All cromosomas rezagados y bivalentes y
univalentes dispuestos al azar dispersos en el citoplasma, 22) TII con microntcleos adicionales. Figs. 23-24: Tropaeolum capillare. 23)
diacinesis con asociaciones secundarias, 24) All con puente de cromatina. Escala = 10 um. / Figs. 13-15: Tropaeolum argentinum. Fig. 13)
diakinesis with secondary associations, 14) normal MI, 15) chromatin bridges during Al. 16-22: Tropaeolum atrocapillare. 16) secondary
associations in diakinesis, 17) MI with chromosomes outside of equatorial plate, 18) lagged chromosomes during Al, 19) chromatin bridges
in Al, 20) AIl with lagged chromosomes, 21) AIl with lagged chromosomes and bivalents and univalents spread in the cytoplasm, 22)
additional micronucleus in TII. Figs. 23-24: Tropaeolum capillare. 23) secondary associations during diakinesis, 24) AIl with chromatin
bridges. Scale = 10 pm.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El nimero basico predominante de x = 14 en la familia
Tropacolaceae que postuld Lewis (1980) se correlaciona
con los nimeros cromosdémicos gametofiticos de las tres
especies estudiadas en este trabajo. Sin embargo, fue
expuesto por Huynh (1967) en sus investigaciones que el
genoma con nimero basico x = 13 tiene origen aneuploide;
y a los hipotéticos progenitores les corresponderian los
nimeros basicos x = 6 y x = 7. En las investigaciones
de Jelenkovic et al. (1980) en Ricinus communis L. y
las llevadas a cabo por Mukherjee & Datta (2005) en
especies de Ocimum L., los autores hipotetizaron que las
asociaciones cromosdmicas secundarias son un indicador
de la ocurrencia de diploidizacion secundaria. En todos los
taxones estudiados en este trabajo estuvieron presentes las
asociaciones cromosdmicas secundarias, lo que sugiere que
x = 14 es un numero basico derivado.

Tropaeolum  atrocapillare ~ exhibid  numerosas
irregularidades durante la meiosis, entre ellas podemos
mencionar bivalentes y univalentes dispuestos al azar
en Al, cromosomas rezagados en anafase, complemento
cromosémico  fragmentado y la  formacion de
microntcleos. Raghuvanshi & Pathak (1973) registraron
cromosomas dispuestos al azar en 7. majus L. en plantas
poliploides inducidas por pretratamiento con colchicina
(irregularidades similares a las observadas en Al en 7.
atrocapillare) y aseveraron que estas aberraciones se deben
a la fragmentacion de los husos como consecuencia de la
exposicion a esta droga. Aunque nuestro material no fue
sometido a tratamiento con colchicina, los cromosomas
dispuestos al azar podrian explicarse a través de las
investigaciones de Huskins (1948), quien comprobd que
los efectos inducidos por la colchicina durante la division
celular pueden ser reproducidos mediante shock térmico
con bajas temperaturas. Debido a que el material de T.
atrocapillare fue sometido a temperatura proxima a 0 °C
por 24 h, estas bajas temperaturas podrian haber inducido
alteraciones en la formacion de los husos y finalmente
concluir en las aberraciones observadas.

Se observaron micronucleos durante la
microsporogénesis de 7. atrocapillare, las cuales, segun
estudios en Tropaeolum majus (Raghuvanshi & Pathak
1973), Rubus L. (Thompson 1962) y otras plantas (Grant
1978), se habrian originado debido a fallas durante el proceso
de segregacion cromosémica, por ejemplo, a efectos de
las bajas temperaturas como en este caso. El alineamiento
incorrecto de las fibras del huso, asinapsis o defectos
en la recombinacion pueden resultar de este modo en la
exclusion de uno o mas cromosomas del nucleo resultante,
produciendo gametas aneuploide y generando micronticleos
post-meidticos (De Storme & Mason 2014). Sin embargo,
no es el caso en 7. atrocapillare, quien present6 una elevada
viabilidad de los granos de polen superior al 90%. Ademas,

esta especie crece en lugares montafiosos de Santa Victoria
(Provincia de Salta) completamente aislada de otras especies
de Tropaeolum, por lo que las irregularidades que presenta
se deberian al shock térmico que sufrieron las muestras.

T. argentinum 'y T. capillare también exhibieron algunas
irregularidades como  segregaciones desbalanceadas,
cromosomas que tardiamente alcanzan la placa media en
MI y MII y cromosomas adelantados. Estos resultados
sugieren que en el género Tropaeolum aun en diploides, el
comportamiento del complemento cromosémico durante la
divisién meiodtica no es totalmente regular. Las fallas durante
la segregacion cromosomica representan los mecanismos
ideales para la formacion de gametas genéticamente
desbalanceadas, tales como meiocitos hipoploides,
hiperploides o gametas no reducidas. La variedad de
nameros cromosomicos reportados para 7. tuberosum se
justifican por estos mecanismos donde el taxon se comporta
como un complejo poliploide con presencia de series
aneuploides ascendente y/o descendente (Arbizu & Tapia
1992, Grau et al. 2003, Cadima-Fuentes 2006).

La estimacion de la viabilidad de los granos de polen
arrojo valores similares en todas las especies, con porcentajes
altos, superiores al 90%. Los valores mencionados no
se correlacionan con el porcentaje de irregularidades
encontradas, sobre todo en 7. atrocapillare. En este caso,
la alta viabilidad exhibida por el taxon afianza la hipotesis
de que las aberraciones observadas sean producto del
estrés provocado por la exposicion del material a bajas
temperaturas.

No se conocen antecedentes de recuentos cromosoémicos
para el género Tropaeolum en poblaciones de Argentina;
los nimeros obtenidos para las accesiones estudiadas son
reportados por primera vez. Asi mismo, estos recuentos
ponen de manifiesto complementos cromosomicos diploides
en esta region, con niumero basico x = 14.
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