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» Resumen — Andrada, A. R.; M. E. Lozzia; M. E. Cristébal. 2010. “Citogenética y
Rehabilitacién de Calceolaria lilloi Descole & Borsini (Calceolariaceae)”. Lilloa 47 (1-2). El gé-
nero Calceolaria es exclusivo de Ameérica y tiene principalmente distribucion neotropical. En
este trabajo se realizaron estudios citolégicos y se llevaron a cabo estudios de la morfologia
floral y seminal en C. lilloi Descole & Borsini. Algunos autores establecieron que C. lilloi es si-
nénimo de C. chelidonioides Khunt en base a estudios principalmente taxonémicos. Nuestros
resultados, tanto citolégicos como morfolégicos permiten la rehabilitacién del taxén C. lilloi,
independiente de C. chelidonioides.
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> Abstract — Andrada, A. R.; M. E. Lozzia; M. E. Cristébal. 2010. “Cytogenetics and
rehabilitation of the Calceolaria lilloi Descole & Borsini (Calceolariaceae)”. Lilloa 47 (1-2). The
genus Calceolaria is exclusive of America and it has Neotropical distribution mainly. Cytological
studies were carried out, and also the floral and seminal morphology in C. /illoi Descole & Bors-
ini was studied. Some authors established that C. lilloi is synonymous with C. chelidonioides
Khunt which was based on taxonomic studies. Both results, the cytological and morphological
ones allowed the rehabilitation of the taxon C. lilloi, independent of C. chelidonioides.
Keywords: Validity of species, Calceolaria lilloi, Calceolaria chelidonioides, cytogenetics.

INTRODUCCION

El género Calceolaria L., tradicionalmen-
te ubicado en la tribu Calceolarieae ha sido
recientemente segregado de las Scrophularia-
ceas. Los recientes estudios filogenéticos y
moleculares (Olmstead et al. 2001, 2005) y
ciertas caracteristicas florales, han determi-
nado la decisién del cambio de rango de tri-
bu, a familia Calceolariaceae (Stevens,
2001; Andersson, 2006).

Calceolaria es un género exclusivo de
Centro y Sudamérica que cuenta con alrede-
dor de 500 especies y distribucién principal-
mente neotropical (Botta y Cabrera, 1993).
En Argentina esta representado por 42 espe-
cies, tres de las cuales son endémicas (Xifre-
da, 1999).

Calceolaria lilloi L. fue descripta origi-
nalmente por Descole y Borsini (1953) y ci-
tada como sinénimo de C. chelidonioides
Kunth por Molau (1988). Botta y Cabrera
(1993) reconocen a C. lilloi como un taxén
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diferente de C. chelidonioides y posterior-
mente Xifreda (1999) considera nuevamente
a C. lilloi sinénimo de C. chelidonioides.

Estudios citoldgicos mencionan x = 9
como numero basico del género (Molau,
1988) y a la mayoria de las especies tetra-
ploides. En hierbas anuales de las secciones
Calceolaria y Micranthera, como en C. tri-
partita 2n = 32 (tetraploide) y C. chelido-
nioides 2n = 64 (octoploide) el ntmero ba-
sicoes x = 8.

En este trabajo el objetivo propuesto es
evaluar la validez de C. lilloi como un taxén
independiente o no de C. chelidonioides. Para
tal fin se realizaron los siguientes estudios
comparativos: de la morfologia floral y se-
minal de C. lilloi y C. chelidonioides y el
analisis citoldgico (mitosis y meiosis) de C.
lilloi respecto a los resultados obtenidos por
Molau (1988) en C. chelidonioides.

MATERIALES Y METODOS

Calceolaria lilloi Descole y Borsini es una
hierba anual de corola blanca, que crece en
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suelos cenagosos y que puede alcanzar hasta
1 m de altura (Fig. 1). Fue coleccionada en
zonas montafiosas de la provincia de Jujuy a
2000 m snm.

MATERIAL ESTUDIADO

Argentina. Jujuy. Dpto. Humahuaca. Loc.
Barcena, 04/12/2008 Lozzia M. E. 609.736
(LIL).

Material adicional examinado:

C. lilloi L. Argentina. Jujuy, Dpto. Capi-
tal. Loc. Reyes, 1907, 44672 (LIL). Loc. Yala
1947, 208428 (LIL). Loc. Quebrada de San
Lorenzo, 1947, 182861 (LIL). Salta, Dpto.
Capital, 1969, 508112 LIL;

C. chelidonioides Kunth. Argentina: Jujuy.
Dpto. Tumbaya. Loc. El Volcan, 44676,
4476, 44582 (LIL); Brasil: Prov. Paranaa,
Dpto. Morretes 1916, 170129 (LIL); Loc. Pa-
reci Novo, Montenegro, 1945, 24644 (LIL);
Ecuador: 1954, 257677 (LIL).

Los recuentos cromosomicos de C. lilloi se
realizaron en meristemas de apices de raiz
obtenidos a partir de semillas germinadas,
pretratadas con frio (4°C) durante 24 horas
y fijados en alcohol acético (3:1) 24 horas a
temperatura ambiente y conservadas en al-

Calceolaria lilloi Descole y Borsini.

Figura 1.

11

cohol 70%. La coloracién utilizada fue he-
matoxilina propiodnica al 2 %, con cristales
de citrato férrico, previa hidrdlisis con acido
clorhidrico 1N a 60° C durante 15 minutos.

El analisis meidtico se realizé en los bo-
tones florales de C. lilloi, fijados y conserva-
do del mismo modo que las raices. La tin-
cion de las anteras y el montaje se efectud
en orceina lacto-acética al 2%.

El estudio de las ornamentaciones de la
cubierta seminal (Molau,1988), se realizo a
partir de semillas colocadas en agua durante
24 horas; posteriormente se ejecuta el des-
prendimiento de la cubierta para ser anali-
zada con microscopia Optica y fotografiada.

Las fotomicrografias se realizaron con
Microscopio Nikon Eclipse E 200 y video ca-
mara Moticam 1000, 1.3 MP

RESULTADOS

ESTUDIOS CITOLOGICOS
EN C. LILLOI

C. lilloi tiene 2n = 32 cromosomas (Ta-
bla 1), de tamafio pequefio entre 1,2 a 1,4
pm (Fig. 2). El cariotipo es unimodal forma-
do por cromosomas aparentemente meta-
céntricos.

El nimero gamético es n = 16 (Fig. 3);
microsporogénesis generalmente normal y
la meiosis con irregularidades como forma-
cién de multivalentes en cadena (Fig. 4);
agrupaciones de cromosomas (Fig. 5); MI
con 1 a 2 cromosomas fuera de placa (Figs.
6y 7); MII con asincronia (Fig. 8) y cromo-
somas fuera de placa en numero de 1 a 2
(Fig. 9); puentes de cromatina que conectan
ambas placas ecuatoriales (Fig. 10); placas
en disposicién perpendicular (Fig. 11). En
All se observaron puentes de cromatina y
husos perpendiculares entre si (Fig. 12).

MORFOLOGIA FLORAL Y SEMINAL EN
C. riLror Y C. CHELIDONIOIDES

El analisis comparativo de las caracteris-
ticas florales y seminales entre C. lilloi y C.
chelidonioides (Figs. 13 y 14, Cuadro 1) per-
miti6é determinar que:

Calceolaria lilloi presenta las flores con
corola de color blanca; estambres con ramas
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Figuras 2-12. Calceolaria lilloi. 2. Mitosis, 2n = 32. 3. Diacinesis con n = 16 bivalentes.
4. Prometafase con cromosomas en cadena. 5. Prometafase con asociaciones de cromoso-
mas. 6-7. Ml con cromosomas adelantados. 8. MIl con asincronia. 9. MIl con cromosoma
adelantado. 10. MIl con puente entre ambas placas. 11. MIl con placas perpendiculares
entre si. 12. All con husos en disposicion perpendicular. Escala = 6 pm.
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Tabla 1. Cuadro comparativo entre Calceolaria lilloi y C. chelidonioides respecto a los carac-
teres florales, seminales (segun Molau, 1988) y citolégicos.

Caracteres florales Caracteres seminales
Caracteres
. citologicos
Anteras Ornamentacién
Color de
la corela | Teca Ter 2do 3er Nivel de
ONECEVO | o hterior orden orden orden en = ploidia
Calceolaria lilloi Blanca Con Plana de Con Con Células 32 Tetra-
ramas base crestas | crestas de la ploide
subigua- | gscotada | longitudi- | transver- | testa de
les nales sales contor-
nos si-
nuosos
Calceolaria Amarilla | Desplaza-| Oplonga Con Sin cres- | Células 64 Octo-
chelidonioides do hacia | ggn sur- | crestas tas de la ploide
teca co cen- | longitudi- | transver- | testa de
estéril tral nales sales contorno
angulo-
sos

de conectivos de tamafio similar, con la teca
anterior estéril, aplanada y escotada en la
base (Fig.13- C). Las semillas ornamentadas
con crestas longitudinales y crestas transver-
sales (Figs. 13- D y 14- Ay B); al MO la epi-
dermis seminal esta compuesta por células
sinuosas que forman un reticulo de aspecto
regular (Figs.14- C).

Calceolaria chelidonioides tiene las flores
con corola de color amarillo; estambres con
conectivos que poseen ramas desiguales des-
plazados hacia la teca anterior estéril, teca
anterior oblonga con una surco central (Fig.
13- E). Semillas con crestas longitudinales y
sin crestas transversales (Figs. 13- Fy 14- D
y E); al MO la epidermis seminal esta com-
puesta por un reticulado regular de células
de bordes angulosos (Fig. 14- F).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Recientes investigaciones en secuencia-
cién de genes de cloroplastos y transcripcion
de regiones espaciadoras nucleares (Stevens,
2001; Andersson, 2006) demostraron la mo-
nofilia de la tribu Calceolarieae, lo que per-
mitio separarla de la familia Scrophularia-
ceae. Esta tultima fue determinada como po-
lifilética por estudios moleculares (Oxelman

et al., 1999; Olmstead et al. 2001).

Las caracteristicas vegetativas y florales
observadas en C. lilloi y en C. chelidonioides
coinciden totalmente con las descriptas por
Descole y Borsini (1953) y Botta y Cabrera
(1993) respectivamente. Sin embargo son
numerosas las sinonimias que han sobrelle-
vado los representantes del género Calceola-
ria por la similitud morfoldgica entre sus
especies. Molau (1988) menciona 10 sinoni-
mos para C. chelidonioides y entre ellos in-
cluye a C. lilloi; sin establecer los fundamen-
tos para tal aseveracién, sinénimo que tam-
bién emplea Xifreda (1999).

El color de la corola permite distinguir
las taxas a simple vista y hay diferencias en
otros rasgos reproductivos como son los es-
tambres y las semillas. Los estambres de C.
lilloi poseen conectivos con ambas ramas de
tamafio similar y la teca anterior es aplana-
da con una escotadura en la base, mientras
que las anteras de C. chelidonioides poseen
el conectivo desplazado casi totalmente a la
rama de la teca anterior, esta ultima es
oblonga y con un surco central.

Molau (1988) considera que las ornamen-
taciones de la testa son un elemento impor-
tante para la delimitacién de las secciones en
la tribu Calceolarieae. Al microscopio 6ptico
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pueden observarse las diferencias en las orna-
mentaciones de las semillas. C. lilloi presenta
crestas longitudinales (ornamentaciones de
primer orden), alrededor de 15 a 20 crestas
transversales (ornamentaciones de segundo
orden) y células epidérmicas de contorno si-
nuoso que forman un entramado ordenado.
Esta configuracién es similar al tipo “rumina-
te-scalariform” de Molau (1988), con un pa-
trén de reticulado terciario semejante al de C.
rhacodes Kranzlin. C. chelidonioides tiene una
cubierta seminal con un patrén diferente al
anterior, presenta las crestas longitudinales,
no tiene las transversales y la testa posee célu-
las de contornos angulosos, con un entrama-

do del tipo denominado “angulate-escalari-
forme” (Molau, 1988).

Los estudios citoldgicos realizados en este
trabajo permitieron establecer que C. lilloi
es tetraploide con 2n = 4x = 32y C. cheli-
donioides octoploide con 2n = 64 (Molau,
1988), este ntimero es poco frecuente dentro
de la seccion Calceolaria, 1a mayoria de las
especies son tetraploides. Esta seccién fue
considerada por Molau (1988) como un gru-
po de plantas con rasgos mas avanzados por
los habitos de crecimiento, adaptaciones al
medio acuatico, el niimero cromosémico
aneuploide y variaciones intraespecificas por
la extrema plasticidad fenotipica.

D

£

Figura 13. Caracteres florales y seminales en Calceolaria: A-B) C. lilloi: Aspecto general de
planta y de la flor. C-F) Anteras y semillas: C-D) C. lilloi, E-F) C. chelidonioides.



Lilloa 47 (1-2): 10-16, 2010

15

Figura 14. Patrones de ornamentacion al MO de semillas de Calceolaria de acuerdo a Molau
(1988). A-C) C. lilloi: A) Ornamentacion de primer orden con crestas longitudinales, B) Or-
namentacion de segundo orden con crestas transversales y C) Ornamentacion de tercer or-
den con células de contornos sinuosos y un reticulado regular. D-F) C. chelidonioides: D) Or-
namentacién de primer orden con crestas longitudinales, E) Ornamentacion de segundo orden
sin crestas transversales F) Ornamentacion de tercer orden con células de contornos angu-

losos y un reticulado regular. B y E) escala = 0,15 mm; C y F) escala = 25 pm.

La poliploidia como proceso fundamen-
tal en la evolucién de las plantas principal-
mente, habria jugado su rol en la diversifica-
cién de estas especies, ambas tienen el mis-
mo numero basico y presentan caracteristi-
cas fenotipicas que permiten diferenciarlas.

Las caracteristicas florales, seminales y
numeros cromosomicos permitirian rehabili-
tar a C. lilloi como una especie valida, tal
como fue originalmente descripta por Desco-
le y Borsini (1953) y posteriormente por Bo-
tta y Cabrera (1993). El tipo de habitat, la
pubescencia de tallos y hojas, la forma del
caliz y corola; anteras con una teca estéril y
las ornamentaciones de primer orden de las
semillas, son rasgos compartido con C. che-
lidonoides.
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