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Estubpios CARIOTiPICOS EN FLOURENSIA (ASTERACEAE) DE
ARGENTINA

NATALIA DELBON'"?, GABRIEL BERNARDELLO', MARIA TERESA COSA' y
LAURA STIEFKENS'

Summary: Karyotypic studies in Flourensia (Asteraceae) from Argentina. Twelve species of the
American genus Flourensia DC. inhabit Argentina. Six of them grow in its central region, all endemic to it.
Chromosomal number is known for most species, but no karyotypic studies have been done. Therefore,
we studied the mitotic chromosomes of the six Central Argentinean species, performing qualitative and
quantitative analysis of their karyotypes. Permanent mounts were made from root tips with classical
techniques. All species had 2n=36: three with 14 m + 4 sm pairs and the remaining with 12 m + 6 sm pairs.
The average chromosome length varied between 2.11 and 2.97 um. Statistical differences were found
for the variables C, Lt, R, and A,. Except for F. campestris, one or two pairs of satellites which varied in
their location were found. The data obtained have taxonomic value since differences were found among
nearly all species, suggesting that their speciation would have been accompanied by small chromosomal
changes caused by inversions and/or translocations.
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Resumen: En Argentina crecen 12 especies del género americano Flourensia DC. En su zona central
habitan seis, todas endémicas de dicha region. Se conoce el nimero cromosomico de la mayoria de
las especies, pero no hay estudios cariotipicos. Por ello, se estudiaron los cromosomas mitéticos de
las seis especies centro-argentinas, realizando un analisis cualitativo y cuantitativo de sus cariotipos.
Se realizaron preparados permanentes de apices radicales con técnicas clasicas. Todas las especies
presentaron 2n=36: tres de ellas con 14 pares m + 4 sm y las restantes con 12 pares m + 6 sm.
La longitud cromésomica promedio varié entre 2,11 y 2,97 um, habiéndose encontrado diferencias
estadisticas en las variables largo cromosoémico promedio, largo total del genoma haploide, indice
braquial promedio y en el indice de asimetria intracromosomica. En todas las especies, excepto en F.
campestris, se encontré uno o dos pares de satélites que variaron en su ubicacion. Los datos obtenidos
tienen valor taxonémico ya que se han encontrado diferencias entre casi todas las especies; ademas,
sugieren que su especiacion habria sido acompafiada por pequefios cambios cromosomicos causados
por inversiones y/o translocaciones.

Palabras clave: Argentina central, Asteraceae, cariotipo, citogenética, Flourensia, niUmero cromosoémico.

INTRODUCCION

Asteraceae es una de las familias mas dominantes
del planeta ya que comprende ca. 1.700 géneros y
entre 23.000-26.000 spp. distribuidas por todo
el mundo, excepto en la Antartida (Funk et al.,
2009). En Argentina, es la mas numerosa con ca.

" Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal
(Universidad Nacional de Cordoba-CONICET), Casilla
de Correo 495, 5000 Cordoba.

2 Autor correspondiente: natalia_delbon@hotmail.com

1.400 spp., siendo endémicas 382 (Katinas et al.,
2007). Su diversificacion y gran expansion se
debe a su capacidad adaptativa a diferentes climas,
suelos y relieves, su eficacia reproductiva y sus
estrategias para la dispersion y germinacion de las
semillas (Katinas et al., 2007). Muchas especies son
econdmicamente importantes para el hombre, como
alimentos, bebidas, medicinas, insecticidas, aceites,
especias, edulcorantes, etc. (Simpson, 2009).
Flourensia DC. (subfam. Asteroideae, tribu
Heliantheae) es endémico de América con 32 spp.
(Dillon, 1984; Ariza Espinar, 2000). Heliantheae se
compone de 113 géneros y ca. 1.641 spp. y es una de
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las mas importantes de la 13 tribus que componen la
Alianza Heliantheae, siendo considerada una de las
mas derivadas de la familia, junto con Millerieae,
Perityleae, Eupatorieac y Madieae (Panero, 2007a,
b; Baldwin, 2009). Estudios moleculares recientes
agrupan a Encelia Adans., Enceliopsis A. Nelson,
Flourensia, Geraea Torr. & A. Gray y Helianthella
Torr. & A. Gray dentro de la subtribu Encellinae
(Panero et al., 1999; Panero, 2005; Panero, 2007b;
Fehlberg & Ranker, 2007).

En los ultimos aios, las especies de Flourensia
han cobrado importancia ya que sus resinas poseen
potencial valor econémico; por ello, hay numerosos
trabajos que caracterizan sus compuestos quimicos
y determinan sus posibles usos (e.g., Uriburu et al.,
2004; Vaca Ruiz et al., 2006; Joray et al., 2011).

En Argentina crecen 12 spp., de las cuales en su
zona central habitan seis, todas endémicas de dicha
region y con distribucion restringida: F. campestris
Griseb., F. hirta S. F. Blake, F. leptopoda S. F. Blake,
F. niederleinii S. F. Blake, F. oolepis S. F. Blake y
F. tortuosa Griseb. (Dillon, 1984; Ariza Espinar,
2000). Crecen en zonas serranas, en ambientes de
clima semiarido y suelos empobrecidos. Se trata
de arbustos con capitulos radiados de abundantes
y vistosas flores amarillas, con un caracteristico
aspecto lustroso debido al exudado resinoso de
sus hojas y ramas (Ariza Espinar, 2000). Son
reconocidas en medicina popular para aliviar
enfermedades gastrointestinales, como purgantes,
expectorantes y antirreumaticas; algunas son usadas

como incienso, aromaticas y tintoreas (e.g. Zardini,
1984; Barboza et al., 2006; Trillo et al., 2007).

Las caracteristicas cariotipicas han probado ser
importantes en estudios sistematicos y evolutivos
en muchos grupos de angiospermas (e.g., Shan et
al. 2003; Urdampilleta et al. 2005), incluyendo
las Asteraceae (e.g., Vanzela et al., 2002; Weiss-
Schneeweiss et al., 2009; Moreno ef al., 2012). En
Flourensia son escasos los estudios citoldgicos,
si bien se conoce el numero cromosémico de 24
especies, siendon =18 o ca. 18 (Turner & Johnston,
1961; Dillon, 1979, 1981, 1984, 1986; Di Fulvio,
1977; Weedin & Powell, 1980; Robinson et al.,
1981; Molau, 1986; Strother, 1983; Powell, 1984;
Waisman et al., 1986; Wulff et al., 1996; Carr et
al., 1999). Sobre estos antecedentes, el objetivo
general de este trabajo fue estudiar los cromosomas
mitoticos de seis especies centro-argentinas de
Flourensia, realizando un analisis cualitativo y
cuantitativo de sus cariotipos, con el fin de aportar
datos que permitan una mayor comprension de sus
relaciones sistematicas y filogenéticas.

MATERIALES Y METODOS

Los analisis cariologicos se efectuaron en semillas
de poblaciones Argentinas (Tabla 1), los ejemplares
de herbario se encuentran depositados en CORD.

Las semillas se lixiviaron durante 24 horas con
agua corriente y se colocaron en cajas de Petri con

Tabla 1. Poblaciones estudiadas de Flourensia, los datos de coleccién incluyen provincia,

departamento, lugar, georeferencia, altura sobre el nivel del mar, colector, nUmero de muestra y fecha

de recoleccion.

F. campestris

111-2010, Delbon 7.

F. hirta
2460.

F. leptopoda
18-111-2010, Barboza 2438.

F. niederleinii
2450.

F. oolepis
21-111-2010, Delbon 8.

F. tortuosa

Datos de recoleccion
Prov. Cérdoba: Dpto. Punilla, Cerro El Cuadrado, La Falda, S 31°0,5°-W 64°27°, 1100 m s.n.m., 21-

Pov. La Rioja: Dpto. Famatina, Campana, S 28°33"-W 67°37°, 1640 m s.n.m., 20-111-2010, Barboza

Prov. La Rioja: Dpto. General San Martin, Ulapes, Sierra de Ulapes, S 31°34°-W 66°15°, 695 m s.n.m.,

Prov. La Rioja: Dpto. Sanagasta, Las Pefas, S 29°11°-W 67°3°, 1200 m s.n.m., 19-11I-2010, Barboza

Prov. Cérdoba: Dpto. Punilla, Capilla del Monte, Dique El Cajon, S 30°51°-W 64°33", 970 m s.n.m.,

Prov. Catamarca: Dpto. Belén, Londres, S 27°44°-W 67°10°, 1233 m s.n.m., 20-111-2010, Barboza 2462
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papel de filtro himedo. Se las mantuvo en camara
con ambiente controlado con 25°C, 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad, regandolas diariamente con
agua destilada. Los apices radicales fueron cortados
cuando las raices tuvieron 5-10 mm. Se realizé un
pretratamiento con una solucion saturada de para-
dicloro-benceno durante 3 horas a temperatura
ambiente (Mayer, 1945), luego se lavaron las raices
con agua destilada y se las fij6 en una mezcla 3:1
de alcohol etilico absoluto:acido acético glacial,
preparada en el momento de usar, durante 24 horas a
temperatura ambiente.

Se realizd la coloracion de Feulgen (Jong, 1997)
con el siguiente procedimiento: lavado de las
raices con agua destilada 5-10 minutos, hidrolisis
en acido clorhidrico 5N, 40 minutos a temperatura
ambiente, lavado con agua destilada 5 minutos,
secado de raices en papel de filtro, coloracion
con Reactivo de Schiff en oscuridad 2 horas a
temperatura ambiente y realizacion del preparado
en un portaobjetos con una gota de acido acético
45%. Los preparados se hicieron permanentes
removiendo el cubreobjetos por congelamiento con
nitrogeno liquido y montando con Euparal.

Los cariogramas de cada célula se realizaron a
partir de fotomicrografias tomadas en microscopio
con contraste de fases Zeiss Axiophot y camara
digital Leica DFC300FX. Las variables calculadas
fueron: indice braquial (r = 1/s donde 1 = largo del
brazo mayor, s = largo del brazo menor; Levan et
al., 1964), largo total (c) de cada par cromosoémico,
largo cromosémico promedio (C), largo total del
genoma haploide (It), indice braquial promedio
(R), razén entre el cromosoma mayor y el menor
del complemento (Rz). Los indices de asimetria
se calcularon segiin Romero Zarco (1986), como
sigue:

Indice de asimetria intracromosémica: A =1-%bl

:b2/n
siendo n = nimero de pares de cromosomas
homologos, bl= largo promedio de brazos cortos
en todos los pares de cromosomas homologos, b2=
largo promedio de brazos largos en todos los pares
de cromosomas homoélogos. Esta ecuacion esta
formulada para obtener valores bajos cuando los
cromosomas tienden a ser metacéntricos.

Indice de asimetria intercromosémica: A =s/x

siendo s = desviacion estandar y x = el promedio
de largo cromosoémico para cada muestra. Este
indice refleja la asimetria debida a la variabilidad

de las longitudes de todos los cromosomas del
complemento.

Se empleod también la clasificacion de categorias
de asimetria de Stebbins (1971) y los satélites
se clasificaron segun Battaglia (1955). Los
cariogramas se construyeron organizando los
cromosomas en grupos de acuerdo a su indice
braquial, ordenandolos luego por largo decreciente
dentro de cada categoria. Finalmente, se los numero
consecutivamente usando este mismo esquema.
Con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2009)
se compararon las variables C, It, Rz, R, A| y A,
con ANAVA y Test de Tukey (Scheftfé, 1959; Sokal
& Rohlf, 1982) con el objetivo de determinar si
existen diferencias significativas entre las especies.

REsuLTADOS

Las especies de Flourensia estudiadas
presentaron 2n=36. En la Fig. 1 se presentan
fotomicrografias de células en metafase de cada una
y en la Tabla 2 datos obtenidos para las variables
analizadas.

Las formulas cariotipicas se informan por
primera vez y resultaron de interés ya que varian
entre las especies. F. campestris, F. leptopoda y F.
tortuosa comparten la formula con 14 pares m y 4
sm, mientras que F. hirta, F. niederleinii y F. oolepis
presentan 12 pares m y 6 sm (Tabla 2, Fig. 2).

Con respecto al tamafo cromosomico, F. hirta y
F. leptopoda muestran la mayor longitud promedio
(2,97 y 2,86 um respectivamente), con diferencias
significativas con respecto a los restantes taxones,
siendo el menor valor para F. campestris (2,11 pm).
El largo total del genoma haploide es concordante
con lo antes citado.

Los indices de asimetria (Tabla 2) muestran
que F. campestris es la especie mas simétrica,
mientras que, F. niederleinii y F. oolepis son las
mas asimétricas. Cabe aclarar que solo en el indice
de asimetria intracromosomica A, y en el indice
R se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las especies (Tabla 2). Por
ultimo, F. hirta y F. niederleinii mostraron mayor
indice de asimetria intercromosémica A,y mayor
indice Rz, aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 2). La
clasificacion de Stebbins (1971) resulté similar para
todos los taxones analizados: A2.
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Tabla 2. Cariotipos de especies de Flourensia (2n = 36). C: largo cromosémico en micras, entre
paréntesis el rango (longitud del cromosoma menor-longitud del cromosoma mayor), It: largo total
del genoma haploide en micras, Rz: razén entre las longitudes del cromosoma mayor y el menor del

complemento, R: indice braquial, A,: indice de asimetria intracromosomica, A,: indice de asimetria
intercromosémica. Todas las variables expresadas como promedio en um * desvio estandar. Anova con
p < 0,05y 5 grado de libertad. * = variable con diferencias significativas entre las especies. Diferentes

letras muestran diferencias significativas para el Test de Tukey.

(2,02-2,34)
F. hirta

(2,56-3,43)

(2,9-3,71)

(2,52-3,1)
F oolepis

(2,41-3,13)
F. tortuosa

(1,63-2,86)

F campestris 14m+4sm 2,11+0,13 ¢ 37,95+2,35c¢ 1,68 +0,16a 1,41 +0,06c 0,24+0,03¢ 0,13+0,02 a
12m+6sm 297+039 a 53,42+7,08a 1,93+0,34a 1,54+0,03ab 0,3+ 0,01 ab 0,16+0,03 a
F. leptopoda 14 m+4sm 2,86+0,14 a 51,5+ 247a 1,82+0,15a 1,5+0,02ab 0,3+ 0,01 ab 0,14 +0,02 a
F niederleinii 12 m + 6 sm 2,83 0,24 ab 50,95+4,33 ab 1,89 +0,15a 1,59+0,04a 0,33+0,0la 0,16+0,02a
12m+6sm 2,69+0,31 ab 48,41 +5,59ab 1,79+0,21a 1,59+0,04a 0,32+0,0la 0,14+0,01a

14m+4sm 2,33+0,13 bc 41,92+2,27bc 1,78 £ 0,07 a 1,47+ 0,07 bc 0,27 + 0,04 bc 0,14+ 0,02 a

o TR a o n

Con respecto a la presencia de satélites, F.
campestris es la Unica especie en la que no se
visualizaron, en tanto que para las restantes varian
su numero y su ubicacion (Fig. 1, 2). F. leptopoda,
F. oolepis y F. tortuosa tienen un par mientras que
F. niederleinii'y F. hirta tienen dos pares. Todos son
microsatélites con 0,3 um de longitud en promedio
y estan ubicados en una posicién terminal en un
brazo corto (Fig. 1, 2). Su visualizacion es variable:
enun 65-75% de las células de todas las especies no
se han observado.

DiscusioN

Las especies de Flourensia estudiadas
presentaron 2n=36, lo cual concuerda con lo
informado por otros autores en material de otras
procedencias (Dillon, 1979; Di Fulvio, 1977;
Waulff, 1996). Asteraceae presenta un gran rango
de numeros cromosdémicos, desde 2n=4 hasta
2n=ca. 432, siendo el mas frecuente 2n=18. El
nimero basico también es variable, entre x=2 y
x=11, y, ademas, hay gran cantidad de numeros
basicos secundariamente derivados. Sumado a
esto, el 58,3% de los géneros son poliploides, con
niveles hasta 48x. Pese a esta gran heterogeneidad,
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se considera que el numero bésico ancestral de la
familia es x=9 (Semple & Watanabe, 2009).

Con respecto a la Alianza Heliantheae, existen
al menos dos posturas sobre el posible nimero
basico. Baldwin et al. (2002) proponen a x,=18
como ancestral, en tanto que Semple & Watanabe
(2009) a x,=19 por encontrarse en la mayoria de
las tribus de la Alianza, incluyendo Heliantheae;
estos ultimos autores sefialan que x,=18, 17, 15
y 11 serian derivados por disploidia decreciente.
Heliantheae presenta numeros cromosomicos que
van desde n=3 hasta ca. 50, con mayor frecuencia
de n=17-19 (Robinson et al., 1981).

En cuanto al origen del nimero cromosoémico
de Flourensia (2n=36), Wulff (1996) postuld que
serian diploides (x=18), pero plantea que, teniendo
en cuenta el nimero basico de la familia (x=9), se
trataria de tetraploides. En contraste, si aceptamos
que el nimero basico de la Alianza y de la tribu
es x,=19, el género habria sufrido un evento de
disploidia decreciente, el cual disminuy6 el nimero
x,=19 ax,=18.

Delos géneros relacionados a Flourensia, Geraea
también presenta n=18, Encelia y Enceliopsis
n=17-18 y Helianthella n=15 (Robinson et al.,
1981; Dillon, 1984, Clark, 1998), aunque no hay
estudios cariotipicos comparativos.
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Fig. 1. Metafases mitoéticas de especies de Flourensia. A: F. campestris. B: F. hirta. C: F. leptopoda. D: F.
niederleinii. E: F. oolepis. F: F. tortuosa. Flechas indican satélites. Escala = 3 ym, todas a la misma escala.

Dentro de la tribu, Helianthus ha sido el mas
estudiado citolégicamente, por su importancia
econdmica. La mayoria de las especies, incluida H.
annuus L., presenta 2n=2x=34 con 4 pares sty 13
m a sm (Schrader et al., 1997; Vanzela et al., 2002).
La poliploidia fue muy importante en su evolucion
cariotipica, existiendo tetraploides y hexaploides
con similares posiciones del centromero (Vanzela
et al., 2002). Por su parte, en Flourensia no habrian
ocurrido eventos de poliploidia.

En Eupatorieae, otra tribu de la Alianza, el
nimero cromosdémico n=18 aparece en unas pocas
subtribus basales, filogenéticamente cercanas a
Heliantheae; en contraste, la mayor cantidad de

especies presenta n=10, seguida en importancia por
n=17. Este ultimo seria el nimero basico de la tribu
y la evolucion del niimero cromosémico habria
avanzado en una direccion descendente (Watanabe
et al., 1995).

Tanto en Eupatoriacae (Watanabe et al., 1995),
como en Heliantheae (Baldwin, 2009), se ha
observado una relacion entre la cantidad de
cromosomas y el habito de los taxones. De modo que
la presencia de niimeros cromosomicos altos se ha
relacionado con habitos arbustivos y arborescentes
que habitan ambientes estables. Por el contrario, la
reduccion en el nimero cromosdmico se asocia con
un habito herbaceo, en plantas anuales o bianuales,
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alajalals

Flourensia campestris

Fig. 2. Idiogramas de especies de Flourensia basado en los valores medios. m: metacéntico, sm:
submetacéntrico. Escala = 3 um, todas a la misma escala.

lo cual podria fomentar la explotacion de habitats
con recursos efimeros. En este sentido, las especies
de Flourensia seguirian este patron general, ya que
son perennes y con elevado nlimero cromosoémico.

Los datos obtenidos tienen valor taxondmico
ya que se han encontrado diferencias entre casi
todas las especies. Segun las féormulas cariotipicas,
es posible discriminar dos grupos, los cuales
difirieron por la cantidad de cromosomas sm. Por
otro lado, se encontraron diferencias estadisticas
en la mayoria de las variables analizadas, excepto
Rz y A,. Asi, F. campestris se diferencio de las
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demas especies por presentar los menores valores
en longitud cromosémica promedio y largo total
del genoma haploide; asimismo, fue la especie
mas simétrica y no presento satélites. En contraste,
las especies que resultaron con mayores valores
de longitud son F. hirta y F. leptopoda, mientras
que F niederleiini y F. oolepis fueron las mas
asimétricas.

Estas diferencias se corresponden, en parte, con
los datos de distribucion geografica (Ariza Espinar,
2000), asi como también con los referidos a
exomorfologia y anatomia de 6rganos vegetativos,
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reportados con anterioridad para las mismas
especies (Delbon et al., 2007a, b, 2012). F. hirta,
F. leptopoda y F. niederleinii presentan una
distribucién acotada que se restringe a pequeias
poblaciones en las Provincias de La Rioja,
Catamarcay San Juan (Ariza Espinar, 2000). Desde
el punto de vista morfoanatomico son consideradas
mejor adaptadas al ambiente xérico en que habitan,
ya que tienen menor tamafo foliar, reduccion
en la cantidad de hacecillos foliares y mayor
frecuencia estomatica, entre otras caracteristicas
(Delbon et al., 2012). En concordancia, estas
especies son las que presentaron mayor largo
cromosémico promedio. F. campestris, F. oolepis
y F tortuosa son las especies consideradas menos
adaptadas al ambiente xérico (Delbdn ef al., 2007a,
b), lo cual se puede relacionar con su amplia
distribucion geografica y su mayor abundancia
(Ariza Espinar, 2000); estas especies son, ademas,
las que presentaron menor largo cromosomico.
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