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La telarafia

Bebeagua, sacerdote de los sioux, sofid que seres jamas vistos tejian una

inmensa telarafia alrededor de su pueblo. Despert6 sabiendo que asi seria, y dijo a los
suyos: “Cuando esa extrafia raza termine su telarafia, nos encerraran en casas grises y

cuadradas, sobre la tierra estéril, y en esas casas moriremos de hambre”

Eduardo Galeano

“Uselo y tirelo”
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RESUMEN

Se realiz6 un andlisis citogenético con el objetivo de describir la variabilidad
intraespecifica del complejo Calceolaria polyrhiza CAV. y analizar si dicha
variabilidad se corresponde con los morfotipos identificados para la especie. Por otro
lado, también se propuso trazar las posibles tendencias de evolucién cromosomica
dentro de un contexto filogenético. EI numero cromosomico 2n = 2x = 18 fue observado
en tres de los cuatro morfotipos de C. polyrhiza (mendocina, lanceolata, y polyrhiza) y
en C. uniflora y se reporta poliploidia para el morfotipo prichardii (2n = 6x= 54). El
analisis cariotipico con la técnica de bandeo fluorescente permitié obtener valiosos
marcadores cromosomicos para cada uno de los morfotipos. Los resultados muestran
que existe variabilidad a nivel cariotipico tanto a nivel inter como intrapoblacional,
dicha variabilidad no se encuentra distribuida de forma azarosa y se ajusta a los
morfotipos descriptos. Se concluye que el morfotipo mendocina evidencia diferencias
tales que podria reconsiderarse como una especie diferente, mientras que para los

restantes tres morfotipos se sugiere un proceso de insipiente especiacion.



1. INTRODUCCION

Los cromosomas son los vehiculos de la herencia en la mayoria de los
organismos vivientes. Ordenados de acuerdo a una serie de criterios cuantitativos y
cualitativos, constituyen el cariotipo de un organismo, que se define por el nimero,
tamanfo, forma y rearreglos internos del complemento cromosémico en metafase. Los
cambios cariotipicos en plantas han sido ampliamente estudiados, y son atribuidos en su
mayoria a la proliferacion de elementos genéticos maéviles (transposones), duplicacion
de genes o0 segmentos cromosdémicos y poliploidia. Mientras la proliferacion de
transposones y retroelementos han sido vistos como cambios neutrales dentro de las
especies, la poliploidia y la duplicacion génica pueden ser factores causantes de
divergencia adaptativa y aislamiento reproductivo ya que aumentan la variabilidad de
alelos y esto puede promover la aparicion de nuevos genes neofuncionalesventajosos
(Holand y Chen, 2001; Sankoff 2001; Crow y Wagner 2006). Ademas, los rearreglos
cromosOmicos tales como inversiones y translocaciones en estado heterocigotas pueden
tener efectos dramaticos sobre la fertilidad de las gametas, y por lo tanto, pueden jugar
un rol importante en la especiacion (Stebbins 1971; King 1993; Livingstone y Rieseberg
2003; Dobigny et al. 2005). Los anélisis cromosdémicos han contribuido en gran medida
a estudios de evolucion y de taxonomia, ya que el conocimiento del nimero y la
morfologia cromosdmica han permitido inferir relaciones principalmente entre especies
y géneros. Sin embargo, la variabilidad intraespecifica del cariotipo generalmente no ha
sido muy explorada y muchas veces la descripcion del cariotipo de una especie se
realiza en base a unos pocos individuos de una unica localidad (Guerra 2012). En este
contexto, la mayoria de los estudios que analizan la variabilidad intraespecifica tratan
sobre variaciones en los niveles de ploidia (Neffa y Fernandez 2001; Scaldaferro et al.
2012), y recientemente se ha comenzado a explorar la variacion cariotipica estructural
(Urdampilleta et al. 2005;Siljak-Yakovlev y Peruzzi 2012; Chalup et al. 2012; Sousa et
al. 2012; Vandana y Chaudhary 2013).

Las teécnicas de bandeo con fluorocromos dependen de la afinidad de la
heterocromatina (HC) a un fluorocromo especifico (Guerra 2000; Barros e Silva y
Guerra 2010). En particular, el bandeo con cromomicina (CMA) y 4’-6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) revela regiones heterocromaticas ricas en pares de nucleétidos GC y

AT, respectivamente (Schweizer 1980). Este método de tincion brinda informacion mas
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detallada sobre el complemento cromosémico, ya que los cromosomas pueden ser
individualizados por su estructura interna (Barros e Silva y Guerra 2010).Asi, la
descripcion de la presencia, tipo, cantidad y distribucion de la HC ha permitido revelar
diferencias entre especies aun cuando éstas presentaban el mismo cariotipo con técnica
clasica (Acosta et al. 2012; Miguel et al. 2012) y aportar fuerte evidencia de homologia

entre bandas heterocromaéticas por ancestria comun (Ehrlich et al. 1997).

La familia Calceolariaceae (Andersson 2006; Cosacov et al. 2009) se distribuye
en Nueva Zelanda y América (Molau 1988; Olmstead and Reeves 1995; Olmstead et al.
2001) aunque es en esta Ultima donde se diversifica, estando presente los dos géneros
incluidos en la familia, Calceolaria L. y Jovellana Ruiz & Pav. El género Calceolaria
posee unas 250 especies que se distribuyen desde el centro de México hasta el sur de
Argentina con diferentes centros de diversificacion de los que se destacan el centro de
Chile y la deflexion de Huancabamba en el norte de Pert (Molau 1988; Ehrhart 1997,
2000).EIl género Calceolaria se especula que se habria originado hacia el sur de su
distribucion en Sudamérica y mediante procesos de especiacion alopatrica asociados al
levantamiento andino habria colonizado la cordillera de los Andes hacia el norte
(Cosacov et al. 2009).

Morfolégicamente el género se destaca por su particular corola zigomorfa con
dos labios generalmente desiguales, el inferior sacciforme con un elaiéforo compuesto
por tejido tricomatico glandular ubicado a dorsal, productor de aceites que sirven como
recompensa floral de distintos polinizadores (Vogel 1974; Sérsic 2004; Cosacov et al.
2012). Varios representantes de este género son considerados plantas toxicas para los
insectos, generando asi una posible fuente de moléculas organicas con potenciales usos
como biopesticida (Khambay et al. 1999) y antimicotico (Falcao et al. 2006;
Woldemichael et al. 2003).

En cuanto a su cariologia, los estudios cromosomicos en el género son escasos y
Unicamente tratan de recuentos cromosémicos, siendo nulos los analisis cariotipicos
detallados (Srinath 1940; Molau 1966; Ehrhart 1997, 2000; Andrada et al. 2010). El
numero basico es x=9, excepto para 8 especies pertenecientes a la seccion Calceolaria
con x=8. Es notable la distribucion de la ploidia ya que las especies tropicales
estudiadas por Molau (1988) son tetraploides con 2n=4x=36 y raramente diploides

(2n=2x=18) y octoploides (2n=8x=72), en contraste con las especies de Argentina y
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Chile donde la poliploidia es esporadica en las regiones mas australes y la diploidia es
maés frecuente (Ehrhart 1997, 2000). Ehrhart (1997) propone un cariotipo “promedio”
conformado por 9 cromosomas de tamafo muy pequefio (menores a 3 um)con satélites
ubicados en brazo corto y en general con 7 u 8 pares de metacéntricos y 1 o 2

submetacéntricos.

En la Patagonia Argentina se encuentran 16 especies de Calceolaria que crecen
en la estepa y en el bosque andino patagénico (Correa 1998; Zuloaga y Morrone
1999).Calceolaria polyrhiza (2n=2x=18; Ehrhart 2000) es una hierba perenne
restringida a las regiones mas australes de Chile y Argentina, se distribuye desde el
sureste de San Juan (31° S) hasta el sur de la provincia de Santa Cruz (52° S) por lo que
habita en ambientes muy heterogéneos. La especie posee gran variabilidad
interpoblacional. Presenta cuatro morfotipos diferenciados(Fig. 1) por caracteres
cualitativos y cuantitativos tales como el tipo de pilosidad, largo de entrenudos,
cantidad de flores, disefio 0 manchas de la corola, largo del peciolo y la forma de las
hojas, entre otros (Strelin 2009; Strelin et al. 2013). En primera instancia estos
morfotipos fueron clasificados como especies distintas (C. polyrhiza, C. mendocina, C.
lanceolata y C. prichardii) por Descole y Borsini (1954), sin embargo Ehrhart (2000)
las agrupd en una sola especie por su morfologia floral y seminal quedando asi una
especie altamente polimorfica, el argumento esgrimido para explicar esto fue una cierta
plasticidad causada por las variaciones ambientales en todo su rango geografico de

distribucién.

Los analisis de agrupamiento con datos de morfometria geométrica realizado en
este complejo de especies (Strelin2009; Strelin et al.2013) muestran que los grupos
obtenidos se ajustarian a las especies propuestas por Descole y Borsini (1954) y Correa
(1999) siendo los rasgos florales los caracteres mas determinantes en dicha agrupacion.
Estostrabajos también sugieren que la variabilidad floral no se encuentra distribuida
aleatoriamente en la naturaleza, y que la divergencia fenotipica de las morfoespecies
podria deberse a eventos de aislamiento geograficos y mecanico mediado por

polinizadores (Strelin et al. 2013).
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En el presente trabajo se planea describir los cariotipos pertenecientes a
individuos de diferentes localidades de los distintos morfotipos de C. polyrhiza con la
técnica de bandeo fluorescente. La hipdtesis propuesta es que existen diferencias

cariotipicas intraespecificas que se corresponden a los diferentes morfotipos del

complejo.

Fig.1. Fotografias de los cuatro morfotipos de la especie Calceolaria polyrhiza. A:
lanceolata; B: mendocina; C: polyrhiza, D: prichardii.
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OBJETIVOS

1.1. OBJETIVOS GENERALES

1-Describirla variabilidad intraespecifica a nivel cariotipico del complejo
Calceolaria polyrhiza y analizar si se corresponde con las morfoespecies identificadas

por Descole y Borsini (1954).

2- Trazar las posibles tendencias de evolucion cromosoémica dentro del complejo
C.polyrhiza en un contexto filogenético.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener datos carioldgicos (ndmero cromosomico, formula cariotipica,
presencia y distribucion de heterocromatina) con el fin de caracterizar y circunscribir los

cariotipos de cada morfotipo dentro del complejo Calceolaria polyrhiza.

2) Analizar si el agrupamiento de las diferentes poblaciones estudiadas con datos
cromosomicos se corresponde con los agrupamientos derivados de los analisis

morfométricos previos.

3) Mapear los caracteres cromosémicos en la reconstruccion filogenética

obtenida previamente a partir de datos moleculares.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion del material vegetal

Para este estudio se utilizaron semillas colectadas en 2-3 localidades por
morfotipo del complejo C. polyrhiza. Para la identificacion de los morfotipos se siguio a
Descole y Borsini (1954) que es coincidente con lo reportado por Strelin et al. (2013),
excepto para la localidad de Lochiel, ya que se trata de una localidad con fenotipo afin
al morfo mendocina, pero su localizacién geogréafica no se encuadra dentro de lo
originalmente propuesto para este morfotipo por Descole y Borsini (1954). Ademas, se
colectaron semillas de una localidad de C. uniflora para ser utilizada como grupo
externo en los andlisis filogenéticos. En la Fig. 2 y en la Tabla 1se detallan los lugares

de procedencia del material estudiado.

i

@polyrhiza
@ prichardii
ouniflora

Fig. 2. Mapa de Patagonia en el que se observa la ubicacion de los sitios
muestreados para cada morfotipo. La informacion de cada localidad se detalla en la
tabla 1.
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Morfotipo  Cddigo Localidad- Provincia Latitud Longitud Altitud  N°
EH

Calceolaria polyrhizaCAV.

lanceolata PDA Piedra Del Aguila -Neuquén -39,987  -70,040 667 AAC

3452
lanceolata TEL Telsen - Chubut -42,449  -67,058 506 AAC
3388
mendocina LTR Laguna Trolope - Neuquén -36,838  -70,964 1555 AAC
4007
mendocina LEP Lagunas Epulafquen - -37,825  -71,013 1517 AAC
Neuquén 4101
mendocina LOC Lochiel - Chubut -44705  -66,119 348 AAC
3390
polyrhiza  CHF Charles Fuhr - Santa Cruz -50,317  -71,438 365 AAC
4195

polyrhiza  ESQ Esquel - Chubut -42,922  -71,301 961
polyrhiza  LBO La Bomba— Neuquén -39,731  -70,466 990 AAC
4003
prichardii LEL Leleque- Chubut -42,466  -71,097 772 AAC
3490
prichardii  PIL Piltriquitron- Rio Negro -41972  -71,479 1182 AAC
4106
prichardii VCA Villa Catedral - Rio Negro -41,173  -71,438 1039 AAC
2428

Calceolaria uniflora LAM.

LBU Lago Burmeister - Santa -47,950 -72,121 914

Cruz

Tabla 1. Listado del material analizado. Se indica el codigo asignado en la Figura 2,
morfotipo, localidad y provincia, coordenadas geograficas y altitud sobre el nivel del mar.
NCEH: NUmero de ejemplar de herbario.
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2.2. Germinacioén de semillas y fijacion del material vegetal

Las semillas se colocaron a germinar en una cadmara de cultivo con regulacion de
temperatura y fotoperiodo, dicha camara se programo con un fotoperiodo de 15 horas de
luz y 8 horas de oscuridad, una temperatura diurna de 15°C y de 10°C por la noche. Las
radiculas de 0,5-1 cm de longitud fueron pretratadas utilizando 2 mM 8-
hidroxiquinolina (8-HQ) como inhibidor del huso acromatico durante 1 h a temperatura
ambiente y oscuridad y 3 h a 8°C en heladera. Posteriormente, fueron fijadas en
solucién Farmer (3 partes de alcohol etilico absoluto y 1 parte de &cido acético glacial)
por un minimo de 12 h a 4°C, para luego ser conservadas a -20°C hasta su utilizacion.

2.3. Obtencion de preparados cromosoémicos

Las preparaciones cromosomicas, se llevaron a cabo mediante digestion
enzimatica con celulasa 1% (p/v) y pectinasa 1% (v/v) a 37°C durante 120 minutos
segun Schwarzacher et al. (1980) y aplastamiento de los apices radicales con acido
acetico al 60%. Los cubreobjetos fueron retirados por congelamiento con CO; segun
Bowen, (1956) y los preparados se conservaron a -20°C para utilizarlos en las diferentes

técnicas experimentales. Los pasos realizados fueron:

1- Lavado de los apices radicales fijados en tampdn citrato 0,01 M por 10 min.

2- Maceracién en solucion enzimatica de celulasa 1% (p/v) y pectinasa 1% (v/v) a
37°C por 120 min.

3- Lavado en tampon citrato por 15 min.

4- Transferencia a acido acético 60% y aplastamiento en portaobjetos (Squash).

5- Remocion del cubreobjetos por congelamiento con CO..

6- Secado al aire.

2.4. Bandeo cromosémico CMA/DA/DAPI

Se llevo a cabo la técnica de tincion triple (CDD) con los fluorocromos
cromomicina A3, distamicina A y 4'-6-diamidino-2-fenilindol (CMA/DA/DAPI), estos
fluorocromos revelan simultaneamente bandas heterocromaticas ricas en pares de
nucledtidos GC (bandas CMA/DA positivas y DA/DAPI negativas) y AT (bandas
CMAJ/DA negativas y DA/DAPI positivas) (Schweizer, 1981). Para realizar el bandeo

se procedid segun Schweizer (1976, 1980), los pasos seguidos fueron:
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1.Agregado de 9 ul de una solucion de cromomicina Az (CMA) (0,5 g/ml
tampon Mcllvaine) al preparado e incubacion en camara humeda y oscuridad a
temperatura ambiente por 90 min.

2.Remocion del cubreobjetos y lavado con agua destilada. Secado al aire.

3.Agregado de 8 ul de solucion de distamicina A (DA) (0,1 g/ml tampon
Mcllvaine) e incubacién en cdmara himeda y oscuridad a temperatura ambiente
por 60 min.

4.1gual procedimiento que en el paso 2.

5.Agregado de 8 pl de una solucion de 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(2 pg/ml tampon Mcllvaine) e incubacion en camara humeda y oscuridad a
temperatura ambiente por 45 min.

6. Igual procedimiento que en el paso 2.

7.Montaje del preparado en medio 1:1 de glicerol/tampdn Mcllvaine.

8.Envejecimiento del preparado a 37°C en oscuridad por 7 dias previo a la

observacion.

2.5. Analisis de datos cromosomicos

Los cromosomas fueron observados y fotografiados en un microscopio éptico
Leica DMLB utilizando epifluorescencia, obteniéndose fotomicrografias mediante una
camara digital Leica DC 250 provista del analizador de imagenes Leica IM 1000. Para
microscopia de epifluorescencia se utilizaron los juegos de filtros apropiados para la

excitacion de los fluorocromos empleados en cada caso.

2.6. Analisis de los cariotipos y obtencién de datos cuantitativos
y cualitativos

Para el analisis morfométrico del cariotipo se utiliz6 el software OPTIMAS
version 5.2 (Optimas Corporation Bothell, Washington, USA).Se efectuaron mediciones
a los cromosomas referidas a la longitud del brazo corto (s), largo (l) y total (c), se
calculd en cada caso la media y la desviacion estandar, datos con los que se elaboraron
los idiogramas respectivos de cada poblacion analizada. Para la descripcion y
ordenamiento de los cromosomas se empled el indice braquial (r) siguiendo la

nomenclatura de Levan et al. (1964).

r=1/s

Donde: | = longitud del brazo largo y s = longitud del brazo corto.
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Segun su indice braquial, los cromosomas fueron ubicados dentro de las

siguientes categorias:
= Metacéntricos r = 1- 1,70
= Submetacéntricos r=1,71-3,00
= Subteloceéntricos r=3,01-7,00
= Telocéntricos r=7,01-o

Luego, los cromosomas fueron ordenados de forma decreciente segun su longitud
dentro de las categorias anteriormente mencionadas. Se calculo el largo total del
complemento haploide “LTCH”, sumando la medida del largo total de cada par
cromosomico, el largo cromosdémico promedio “c”, y la razon entre el cromosoma mas
largo y el mas corto “R”. Finalmente, se realizaron los idiogramas de cada especie y
morfotipo, utilizando los valores promedios de cada par cromosomico.

La asimetria de los cariotipos fue estimada usando los indices de asimetria
intracromosomica “A;” e intercromosomica “Ay” propuestos por Zarco (1986) y se
clasificaron segun el sistema de categorias de Stebbins (1971).

A;=1-(Zbi/Bi)/n

Donde: bi = largo promedio del brazo corto.

Bi = largo promedio del brazo largo.

n = nimero de cromosomas homaologos.

A, = SIX

Donde: X = media del largo cromosomico.

S = desvio estandar del largo cromosomico.

A1y Az varian entre 0 y 1. Cuando A, tiende a cero indica que los cromosomas son
en su mayoria metacéntricos, y cuandoA; es préximo a cero, indica que los cromosomas

tienen un tamafio similar.

2.7. Analisis de datos

Para evaluar estadisticamente la diferenciacion en las variables cuantitativas
obtenidas entre morfoespecies/localidades se realizaron anélisis univariados de
caracteres cariotipicos cuantitativos. Luego, para identificar patrones de agrupamiento
por similitud entre las muestras analizadas, se realiz6 un analisis fenético utilizando la

técnica UPGMA. Finalmente, para analizar estos patrones de diferenciacion y

17



agrupamiento en un contexto evolutivo, se realizé un mapeo de caracteres a fin de

detectar posibles rutas evolutivas de los cariotipos.

2.7.1. Analisis univariados

A fin de evaluar si habia diferencias significativas en las distintas variables
obtenidas entre morfotipos, se realizaron andlisis de la varianza paramétricos
(ANOVA), ya quela prueba de Shapiro-Wilks de distribucion normal de los residuos no
fue significativa (p>0,05) como tampoco la prueba de varianza de los residuos (p>0,05)
(Anexo I11). Cuando los ANOVAs dieron significativos, se realizo el test a posteriori de
Tukey. Para ello se utiliz6 el programa INFOSTAT version 2012 (Di Rienzo et al.
2012).

3.7.2. Analisis fenético

Para el mismo conjunto de variables cuantitativas, se realizé un andlisis fenético
a fin de detectar razas cromosémicas dentro del complejo C. polyrhiza. El agrupamiento
fenético se efectué mediante la técnica de ligamiento promedio, empleandose la media
aritmética no ponderada (UPGMA) (Sneath y Sokal 1973; Crisci y Lopez Armengol
1983). Para estandarizar la matriz de datos, calcular la distancia euclidea promedio,
generar el fenograma UPGMA y obtener el coeficiente de correlacion cofenético, se
utilizo6 el programa Past (Hammer et al. 2001) e INFOSTAT versién 2012 (Di Rienzo et
al. 2012).

2.7.2. Mapeo de caracteres

Los datos cromosdmicos obtenidos fueron mapeados sobre el arbol filogenético
derivado de las secuencias de ADN ribosomico y cloroplastidial segin Cosacov et al.
(2009) utilizando el programa MESQUITE version 2.71 por medio del criterio de
parsimonia (Maddison y Maddison 2007). Cabe aclarar que para el mapeo de caracteres
no se utilizaron los datos cariotipicos de la localidad de Lochiel debido a las grandes
diferencias observadas con las demas localidades pertenecientes al mismo morfotipo

(ver resultados).
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3. RESULTADOS

Se examinaron los cromosomas mitéticos de 1-3 individuos pertenecientes a 11
localidades correspondientes a los cuatro morfotipos de C. polyrhiza. Ademas, se
realizd el analisis cariotipico de 3 individuos pertenecientes a una poblacion de C.
uniflora. Los datos obtenidos se resumen en la Tabla 2. Las fotos de las metafases mas
representativas para cada morfoespecie analizada se observan en las figuras 3.1, 3.2, 3.3
y 3.4. Los idiogramas correspondientes para cada localidad estudiada se presentan en la
figura 4. Las tablas con las medias cromosémicas y los desvios estdndar para cada
complemento haploide de cada morfotipo/localidad analizada se presentan en el Anexo
l.

4.1. Estructura de los cariotipos y frecuencia de caracteres

cualitativosy cuantitativos

4.1.1. Numeros cromosoémicos

El numero cromosémico somatico 2n=2x=18 fue registrado en tres de los cuatro
morfotipos de C. polyrhiza (mendocina, lanceolata, y polyrhiza)y en C. uniflora (Tabla
2). La localidad Villa Catedral analizada del morfotipo prichardii es poliploide con
2n=6x=54.Ademas se contaron los cromosomas en otras dos localidades pertenecientes
al morfotipo prichardii, Leleque y Cerro Piltriquitron, que también fueron poliploides
con 2n=6x=54 (Anexo VI), pero por falta de suficientes individuos y metafases no se

incluyeron en los analisis cariotipicos.

4.1.2. Tamaho cromosomico

Las longitudes cromosomicas de los morfotipos/localidades estudiadas de C. polyrhiza
se resumen en la Tabla 2 y el detalle de las medidas cariotipicas de cada localidad se
presentan en el Anexo |. Se puede observar que los cromosomas varian en un rango de
3,563-1,86 um. El cromosoma mas chico corresponde al par n° 26 del morfotipo
prichardii (1,86 um) y el mas grande es el par n° 1 del morfotipo mendocina de la
poblacion de Epulaufquen (3,53 um). EI LTCH presenta variabilidad siendo de 20,96
pum el menor valor, observado en el morfotipo polyrhiza, de la localidad de Esquel, y de
70,09 um el valor mas alto, correspondiente al morfotipo prichardii, de la localidad

Villa Catedral. Por otra parte, la longitud cromosémica promedio (entre paréntesis se

19



indica el LTCH) presenta cierta variabilidad entre morfotipos, en el morfotipo polyrhiza
se hallaron los cromosomas comparativamente mas pequefios, se registré 2,17 pm
(24,85 um) para la poblacion de Charles Fuhr, en Esquel, 2,32 um (20,96 um), y en La
Bomba, 2,48 pum (22,51 pm). El morfotipo mendocina mostré los tamafios
cromosOmicos mayores, registrandose valores promedio de 2,73 pum (22,35 um) en la
localidad de Lochiel, 2,74 um (24,67 um) en Laguna Trolope y2,92 um (26,27 pum) en
Laguna Epulaufquen. Por otro lado, los morfotipos lanceolata y prichardii presentaron
tamafos cromosomicos intermedios. Para el morfotipo lanceolata de Telsen se registro
un tamafio de 2,45 pm (22,07 um) y para Piedra del Aguila, de 2,69 pm (24,18 um); en
la Unica localidad estudiada del morfotipo prichardii en Villa Catedral, se obtuvo un
valor de 2,59 um (70,09 um).

Finalmente, en Calceolaria uniflora los cromosomas también fueron pequefios y
se reportd un rango de longitud similar al observado en el complejo C. polyrhiza,
observandose una longitud cromosémica que vario entre 2,89-2,24 um (longitud

cromosOmica promedio de 2,49 um) y un valor de LTCH de 22,39 um.
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Formula Pares Rango de

Localidad de . L % LTCH c longitudes r

procedencia morfotipo n cariotipica con HC (de) (de) cromosémi (de) R A As TAC

(n) NOR
cas
C. polyrhiza

Piedra del Aguila lanceolata 18 8m+1sm 5m 4,01 24,18 2,69 3,23-2,29 1,33 1,41 023 0,15 1A
7m (3,63) (0,4 (0,05)

Telsen lanceolata 18 6m+3sm 3m 3,31 22,07 2,45 2,86-2,19 1,51 1,32 0,31 0,08 1A
5m (2,19) (0,21) (0,08)

Laguna Trolope mendocina 18 Am+5sm 3m 3,7 24,67 2,74 3,17-2,25 1,62 1,41 036 0,08 1A
6 sm (2,08) (0,23) (0,07)

Lagunas Epulafquen mendocina 18 4Am+5sm 3m 3,74 26, 27 2,92 3,53-2,27 1,69 155 0,37 0,13 2A
6 sm (3,44) (0,38) (0,04)

Lochiel mendocina 18 6m+3sm 2m 2,55 22,35 2,73 2,77-2,06 1,56 1,35 0,33 0,09 2A
(2,28) (0,25) (0,05)

Charles Fuhr polyrhiza 18 6m+3sm 4m 1,9 24,85 2,76 3,24-2,34 1,49 1,38 0,32 0,11 1A
(2,84) (0,32) (0,06)

Esquel polyrhiza 18 6m+3sm 4m 2,15 20,96 2,32 2,60-2,03 1,46 1,28 0,27 0,08 1A
(0,66) (0,07) (0,04)

La Bomba polyrhiza 18 6m+3sm 4m 2,44 22,51 2,48 2,96-2,11 1,60 1,40 0,33 0,13 2A
(2,96) (0,33) (0,07)

Villa Catedral prichardii 54  21m+6sm 11m 1,68 70,09 2,59 3,14-1,86 1,36 1,69 027 0,14 1A
(9,92) (0,36) (0,09)

C. uniflora 18 6m+3sm 3m 1,93 22,39 2,49 2,89-2,24 1,49 1,29 031 0,08 1A
(1,70) (0,19) (0,04)

Lago Burmeister

Tabla2.Datos cariotipicos de las localidades y morfotipos analizados de C. polyrhiza y del grupo externo C. uniflora. Abreviaturas: n:
nimero cromosémico; m Yy sm: cromosomas metacéntricos Yy submetacéntricos, respectivamente; NOR: regiones organizadoras
nucleolares;%HC: porcentaje de heterocromatina; LTCH: Largo total del complemento haploide (um);(de): desvio estandar;A; y A,, indices de
asimetria intra e intercromosOmica, respectivamente; r: razon promedio entre el brazo mas corto y el mas largo; R: razon entre el cromosoma mas
corto y el més largo de la muestra analizada; TAC: Tipo de asimetria cariotipica segun Stebbins (1971).
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Morfotipo

Pares % de células con SAT Tipo de satélite

. % de células

Calceolaria polyrhiza

lanceolata 3m 40 20 40

Telsen 5m 0 10 90

mendocina Lagunas 3m 40

Epulafquen 6 sm 60

60
40

o o

polyrhiza
Charles Fuhr 4m 30 60 10 X

polyrhiza La Bomba 4m 30 20 50 X

Calceolaria uniflora

Tabla 3. Datos del porcentaje de células con satélites y sin satélites de las localidades y morfotipos analizados de C. polyrhiza y del grupo
externo C. uniflora. Se detalla la presencia de satélites en un homdlogo o en ambos y el tipo de satélite registrado en cada poblacién.
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4.1.3. Satélites

La frecuencia de satélites (SATsS) en pares metacentricos fue del 84,62%
mientras que el restante 15,38% se presentaron en pares submetacéntricos. El par
cromosémico 4m (23,07%) fue el que méas frecuentemente presentdé SATs. Las
frecuencias para los restantes pares fue de 23% en el par3m, 15,38% en el 5m, 15,38%

en el 6 smy finalmente el 7% para el 11m, 2my 7m (Anexo Il ay b).

Todas las localidades examinadas presentaron 1 o0 2 pares de cromosomas con
regiones organizadoras nucleolares (NORs) y satélites asociados, todos ubicados en los
brazos cortos de diferentes pares cromosomicos (Tabla 2). En el 88,8% de las
localidades analizadas se observé un par de cromosomas con sitios NORs, en el restante

12,2% se observaron 2 pares (Fig. 3, Tabla 2 y Anexo Il ay b)

En todas las localidades pertenecientes al morfotipo polyrhiza se localizaron los
sitios NORs siempre en el par metacéntrico n° 4. El porcentaje de células con satélites y
sin ellos vari6 entre poblaciones. Estos datos se observan en la Tabla3. Se destaca la
predominancia de células con satélites en ambos homologos en el 60% y 90% de las
células de Charles Fuhr y Esquel respectivamente. Por otro lado, en la localidad de La
Bomba el 50% de las células no mostraron satélites mientras que en el 50% restante se
evidenciaron satélites tanto en ambos cromosomas homologos (30% de las células

analizadas) como en uno de ellos (20%).

El morfotipo lanceolata presentd variabilidad intra e interpoblacional en la
localizacion de los sitios NOR. En la localidad de Telsen se registré un par de NORs en
uno de los individuos analizados, y dos pares en el resto. Estos NORs se encontraron en
los brazos cortos del cromosoma 3 my 3 my 5 m para individuos con 1 y 2 pares,
respectivamente (Fig.3-A). Por otro lado, en la localidad de Piedra Del Aguila los
NORs se localizaron en los cromosomas 5m y 7m. El porcentaje de células con y sin
satélites en Telsen fue del 60% (40% y 20% en uno y ambos homologos
respectivamente) y 40% sin satélites para el cromosoma n° 3m. ElI cromosoma n° 5m
presentd satélites solo en el 10% de las células analizadas (siempre en ambos
homologos). En la localidad de Piedra del Aguila el cromosoma 5 m present6 satélites
en el 30% de las células (10% en uno de los homdélogos y 30% en ambos homdlogos), el

restante 70% no presento satélites, el cromosoma 7 m presento satélites en el 40% de las
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células (10% en uno de los homologos y 30% en ambos homologos), el restante 60% no
presento satélites (Tabla 3).

En las localidades pertenecientes al morfotipo mendocina se encontro
variabilidad interpoblacional. Por un lado, en la localidad de Lochiel se evidencio un
par de satélites ubicado en el par metacéntrico 3, mientras que en las poblaciones de
Lagunas de Epulaufquen y Laguna Trolope se encontraron dos pares ubicados en los
cromosomas metacéntricos 3 y submetacéntricos 6 (Fig. 3-B). En la localidad de
Lochiel el porcentaje de células con y sin satélites fue de 90% (60% en ambos
homologos y 30% en un solo homdlogo) y 10%, respectivamente. En la poblacion de
Laguna Trolope el porcentaje de células con satélites fue de 100% (20% en ambos
homdlogos y 80% en un solo homdlogo) para el cromosoma 3 m, y 50% (todos en un
solo homdlogo) para el cromosoma 6 sm. En la localidades Lagunas Epulafquen el
cromosoma 3m presento satélites en un homologo en el 40% de las células, el restante
60% no presentd. EI cromosoma 6 sm presentd satélites en un homaélogo en el 60% de

las células, mientras que en el restante 40% no los presento.

En el morfotipo prichardii se encontr6 un par de NORs en el cromosoma
metaceéntrico 11 (Fig. 3-D), tratdindose de un macrosatélite diferencia de los otros tres
morfotipos que siempre presentaron microsatélites. Como se observa en la Tabla 3, este
macrosatélite se observd en el 75% de las células, mientras que en el restante 25% no se

observé satélite.

Por ultimo, en C. uniflora se observo la presencia de NORs asociados a satélites
en el cromosoma metacéntrico 3. En el recuento de células en metafase se observé que
el 81% poseia satélite (56% en ambos homélogos y 33% en un solo homélogo) mientras

que el restante 11% no presento satélites.

4.1.4. Formulas cariotipicas y asimetrias

Se registraron 4 formulas cariotipicas de las cuales el guarismo 6m+3sm se
mantuvo estable en el 55,55% de las localidades analizadas, la formula 8m+ 1 smy 21m
+ 6sm se presentaron en el 11% cada una y el restante 22% present6 la formula 4m+
5sm (anexo Il a y b). Como se observa en los idiogramas de la Figura 4y en la Tabla 2,
en las localidades estudiadas del morfotipo polyrhiza la formula cariotipica es siempre
6m+3sm, mientras que en el morfotipo lanceolata se observo variabilidad

interpoblacional siendo 6m+3sm en Telsen y 8m+1sm en Piedra Del Aguila. También

24



se encontro variabilidad en el morfotipo mendocina, siendo 6m+3sm en Lochiel y
4m+5sm en Lagunas de Epulafquen y Laguna Trolope. En el morfotipo prichardii la
férmula fue 21 m+ 6 sm. En la especie C. uniflora se volvié a observar la formula

6m-+3sm como en el morfotipo polyrhiza.

La proporcion de cromosomas metacéntricos es mayor a la de submetacéntricos
salvo en las poblaciones de Lagunas Epulafquen y Laguna Trolope pertenecientes al

morfotipo mendocina donde la proporcion de submetacéntricos fue superior.

La asimetria de los cariotipos fue calculada con los indices A; y A,. EI menor
valor para el indice A; es registrado para la poblacion de Piedra del Aguila morfotipo
lanceolata (0,23) mientras que el mayor valor (0,37) fue observado en el morfotipo
mendocina en la poblacion de Laguna Epulaufquen. En tanto que el indice A,, varid
entre 0,08 para las poblaciones de Telsen morfotipo lanceolata, Trolope morfotipo
mendocina y Esquel morfotipo polyrhiza y 0,15 para Piedra del Aguila morfotipo
lanceolata (Tabla 2). Considerando la variacion dentro de cada morfotipo, en el
morfotipo polyrhiza los valores de A; y Ayvariaron entre 0,27-0,33 y entre 0,08 — 0,13,
respectivamente; en el morfotipo lanceolata, entre 0,23-0,31 y entre 0,08 - 0,15, y en el
morfotipo mendocina, entre de 0,33-0,37 y entre 0,08-0,13, respectivamente (Tabla 2).
El morfotipo prichardii mostré un valor de 0,27 y 0,14. Finalmente, los tipos de
asimetria cariotipica de todas las localidades analizadas se clasificaron como 1A
(66,66%) y 2A (33,34 %) observandose que en los morfotipos en los que se pudo
analizar mas de una localidad se detectaron ambos tipos de asimetria, excepto en
lanceolata que siempre present6 1A (Tabla 2, Anexo Il Ay b).Por otro lado, C. uniflora

mostrd valores de A; y A, de 0,31 y 0,08 y su tipo de asimetria cariotipica fue 1A.

4.1.5. Bandeo de Fluorescencia

Tanto los cuatro morfotipos de C. polyrhiza como C. uniflora presentan bandas
ricas en GC ubicadas siempre en posicion terminal y asociada a satélites (Fig. 3). Los
morfotipos examinados presentan 1-2 pares de bandas CMA+/DAPI-. La presencia de
bandas vario, observandose 1 banda por complemento haploide en el 55,55 % de los
casos y 2 bandas en el restante 44,44% (Anexo Il ay b).

En el morfotipo polyrhiza se encontr6 una sola banda siempre asociada a

satélites en el cromosoma metacéntrico n°4. El porcentaje de heterocromatina en el
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morfotipo polyrhiza fue de 1,69, 2,15 y 2,44 para las poblaciones de Charles Fuhr,
Esquel y La Bomba, respectivamente. El morfotipo lanceolata present6 variabilidad en
cuanto a la cantidad de heterocromatina y nimero de bandas a nivel interpoblacional e
intrapoblacional. La poblacion de Piedra del Aguila fue la mas estable presentando 4
bandas en todos los individuos. Dichas bandas se ubicaron en los cromosomas
metacéntricos 5 y7. La poblacién de Telsen presentd individuos con 1 y 2 pares de
bandas que se ubicaron en los cromosomas metacéntricos 3 y 3y 5, respectivamente. Por
otra parte, el porcentaje de heterocromatina para Telsen fue de 3,31 mientras que para
Piedra del Aguila fue de 4,01 (Tabla 2). El morfotipo mendocina present6 variabilidad
Unicamente a nivel interpoblacional. Las poblaciones de Laguna Trolope y Lagunas de
Epulafquen presentaron bandas heterocrométicas en los pares cromosémicos 3 m y 6
sm, siendo su porcentaje de heterocromatina de 3,97 y 3,74, respectivamente. La
poblacién de Lochiel presentd un unico par de bandas en los cromosomas 2 m, y su
porcentaje de heterocromatina fue de 2,55, mucho menor que las dos poblaciones
restantes del morfotipo. EI morfotipo prichardii presenté una sola banda en el par 11
metacentrico. Su porcentaje de heterocromatina fue considerablemente mas bajo que los
otros morfotipos alcanzando el valor de 1,68. Por ultimo, C. uniflora presentd una

banda en el par 3 metacéntrico, y su porcentaje de heterocromatina fue de 1,93. .
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Fig. 3.1. Metafases mitdticas de C. polyrhiza morfotipo lanceolata (2n = 2x = 18)
tefiidas secuencialmente con CMA/DA/DAPI. A-C: Localidad de Piedra del Aguila. D-
F: Localidad de Telsen. Se visualizan 2 pares de NORs. G-1: Localidad de Telsen, 1 par
de NORs. En las distintas localidades, los cromosomas homdélogos con bandas
heterocroméaticas CMA+/DAPI- se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas

respectivos. La escala representa 10um.
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Fig. 3.2. Metafases mitdticas de C. polyrhiza morfotipo mendocina (2n = 2x =
18) tefiidas secuencialmente con CMA/DA/DAPI. A-C: Localidad de Laguna Trolope.
D-F: Localidad de Lagunas Epulafquen. G-I: Localidad de Lochiel. En las distintas

localidades, los cromosomas homdélogos con bandas heterocromaticas CMA+/DAPI- se

sefialan con el mismo numero que en los idiogramas respectivos. La escala representalQ

um.
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Fig. 3.3. Metafases mitdticas de C. polyrhiza morfotipo polyrhiza (2n = 2x = 18) tefiidas
secuencialmente con CMA/DA/DAPI. A-C: Localidad de Charles Fhur. D-F: Localidad
de Esquel. G-I: Localidad de La Bomba. En las distintas localidades, los cromosomas
homdlogos con bandas heterocromaticas CMA+/DAPI- se sefialan con el mismo

namero que en los idiogramas respectivos. La escala representa 10 um.

29



Fig. 3.4. Metafases mitéticas de C. polyrhiza morfotipo prichardii (2n = 6x = 54) y C.
uniflora (2n = 2x = 18) tefiidas secuencialmente con CMA/DA/DAPI. A-C: Morfotipo
prichardii localidad de Villa Catedral. D-F: C. uniflora localidad de Lago Burmeister.
En las distintas especies, los cromosomas homoélogos con bandas heterocrométicas
CMA+/DAPI- se sefialan con el mismo nimero que en los idiogramas respectivos. La

escala representalO pm.
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Calceolaria Polyrhiza CAV.

Morfotipo lanceolata Piedra del Aguila Morfotipo polyrhiza Charles Fuhr
m sm m sm
giifisiz g RRiisi gis
14 5 6 7 8 9 13 4 5 6 79
Morfotipo lanceolata Telsen Morfotipo polyrhiza Esquel

m sm m sm
1 2 3 4 5 6 79 13 4 5 6

79

Morfotipo lanceolata Telsen Morfotipo polyrhiza La Bomba
m sm m sm
BEEEEZ 55 REEEEE
3 13 4 5 6 7-9
1 2 46 7-9
Morfotipo mendocina Laguna Trolope Morfotipo prichardii Villa Catedral

m sm =
1 2 3 4 5 6 79

1-10

—_— »
Morfotipo mendocina 1 Epul i I = I I = ' l = =
1"

-4 P 1
m sm
—_— — 1220
1 2 3 4 5 6 79 i
2227

21

Morfotipo mendocina Lochiel Calceolaria uniflora Lago Burmeister

m sm m sm
1 2 36 79 1 2 3 46 7-9

Fig.4. Idiogramas de todas las localidades analizadas del complejo. polyrhiza y de la
especie C. uniflora. Las localidades de C. polyrhiza han sido ordenadas segun el
morfotipo al que pertenecen. Los bloques amarillos indican la heterocromatina CMA+.
En cada idiograma los cromosomas estan acomodados en categorias segun el indice
braquial creciente y, dentro de cada grupo, de acuerdo a su longitud decreciente. Los
cromosomas con similar morfologia y que carecen de marcadores para su segura
identificacion han sido agrupados. La escala vale 5 um. m=metacéntrico; sm:
submetacéntrico.

31



4.2. Analisis univariados de caracteres cromosomicos
cuantitativos

Para la longitud total del complemento haploide (LTCH) se encontrd diferencia
significativa entre la poblacion de Villa Catedral perteneciente al morfotipo prichardii
con respecto a los morfotipos lanceolata, mendocina y polyrhiza que no difirieron entre
si (F= 182,59; p<0,0001; anexo IllI).Los indices braquiales (r), valor de longitud
cromosomica promedio (c) y los indices de asimetria A; y Apmostraron valores sin

diferencias significativas entre morfotipos (p > 0,05; ver anexo IlI).

Por otro lado, el porcentaje de heterocromatina (%HC) present6 diferencias
significativas entre el morfotipo prichardii, con el menor %HC, y los morfotipos
lanceolata y mendocina que registraron los mayores porcentajes de HC (F= 7,17,
p=0,03). EI morfotipo polyrhiza presentd un porcentaje de heterocromatina intermedio a
prichardii y a los morfotipos lanceolata y mendocina, pero no se diferencid

significativamente de ninguno de ellos (ver anexo I11).
4.3. Analisis fenético

La codificacidn de los caracteres utilizados en este analisis de conglomerados se
muestra en el Anexo IV. Se observa que este agrupa a las localidades estudiadas en base
a su distancia, esta entendida como la disimilitud entre dos muestras. En este sentido, se
obtuvieron tres grupos (Fig. 7). El grupo A se compone de las localidades de Esquel y
La Bomba, pertenecientes al morfotipo polyrhiza (denominado aqui A-1), la localidad
de Villa Catedral, perteneciente al morfotipo prichardii, y el grupo externo C. uniflora.
Se destaca que la distancia entre C. uniflora y el grupo A-1 es menor que la distancia
entre el grupo A-1y la localidad perteneciente al morfotipo prichardii.

En el grupo B se observan dos subgrupos, B-1 conformado por las poblaciones
del morfotipo lanceolata y B-2 formado por la localidad de Lochiel (morfotipo
mendocina) y Charles Fuhr (morfotipo polyrhiza). Finalmente, el grupo C se compone
de las localidades Lagunas Epulafquen y Laguna Trolope, que pertenecen al morfotipo

mendocina. Se destaca que los grupos A y B son mas similares entre ellos que con el C.
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Finalmente, se observa una agrupacién mas o menos consistente entre los
morfotipo de C. polyrhiza, la variabilidad cariotipica encontrada, con la salvedad del
cluster B-3, se agrupa de forma no aleatoria.

4.4. Mapeo de caracteres

El mapeo de caracteres cromosomicos sobre el arbol filogenético se detalla en el
Anexo V, mientras que en la figura 8 se resumen las tendencias evolutivas inferidas. Se
observa que el aumento del nimero de NORs y de heterocromatina son sinapomorficos
en los morfotipos prichardii, lanceolata y mendocina. Las localidades pertenecientes al
morfotipo mendocina se caracterizan por un aumento del tamafio cromosémico y de la
asimetria cromosémica. Finalmente, el morfotipo prichardii muestra un aumento en el
numero de cromosomas debido a la poliploidia. El cariotipo perteneciente al morfotipo
polyrhiza presenta menor numero de cambios cromosomicos, y habria mantenido
caracteristicas cariotipicas del ancestro en comun con C. uniflora. Para este andlisis, no
se utilizaron los datos cariotipicos de la localidad de Lochiel debido a las grandes
diferencias observadas con las demas localidades analizadas pertenecientes al mismo

morfotipo.
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DISCUSION

En el presente trabajo se llevd a cabo un analisis cariotipico de distintas
localidades pertenecientes a los cuatro morfotipos descriptos para C. polyrhiza. El
nimero cromosomico 2n=2x=18 es confirmado para la especie en general (Erhart
2000), sin embargo se destaca el hallazgo de hexaploidia (2n=6x=54) para las
localidades pertenecientes al morfotipo prichardii. Ademas, se confirma el namero
cromosomico 2n=2x=18 hallado para C. uniflora por Ehrahrt (1997) aunque en este
mismo trabajo también se reporta tetraploidia para esta misma especie. Este es el primer
analisis cariotipico detallado en el género, y el primer bandeo de fluorescencia
realizado, el cual permitio describir diferencias carioldgicas intraespecificas asociadas a
cada uno de los morfotipos descriptos para la especie.

5.1. Ndameros cromosomicos: diploidia y poliploidia en

Calceolaria

Los numeros cromosdmicos dentro de las angiospermas son caracteres importantes
para distinguir clados monofiléticos (Guerra 2008). Es aqui donde radica una de las
tantas importancias de los estudios cromosomicos en taxones de reciente reclasificacion
como es el caso de la familia Calceolariaceae. En este contexto, los estudios
citogenéticos en la familia Calceolariaceae son escasos hasta el momento y Unicamente
tratan de recuentos cromosémicos casi exclusivamente del género Calceolaria, siendo
nulos los analisis cariotipicos detallados. Uno de los primeros trabajos fue el de Srinath
(1940) el cual realiz6 un recuento cromosémico tanto de especies pertenecientes al sur
de América como del norte. Encontr6 que el guarismo béasico x=9 es el mas
frecuentemente extendido siendo muy frecuente la poliploidia. Uno de los trabajos méas
exhaustivos sobre el genero fue el de Moleau (1988) que realizO nuevos recuentos
cromosomicos, corrigiendo algunos nimeros propuestos en otros trabajos, y termind de
confirmar el numero basico x=9 para la mayoria de las especies analizadas aunque
también destacd el numero basico de x=8 para 8 especies pertenecientes a la seccién
Calceolaria que se habrian originado por aneuploidia. El presente trabajo confirma el
nimero basico citado para el género (x=9) y el ndmero cromosémico (2n=2x=18)
registrado para C. polyrhiza por Ehrhart (1997). Esta autora propone ademas, un
cariotipo “promedio” para Calceolaria, formado por 18 cromosomas de tamafio menor

a 3 um aproximadamente. Interesantemente, en este trabajo se registrd un rango
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cromosdmico que varia de 3,53-1,86 um (Tabla 2). EI cromosoma mas chico
corresponde al par n° 26 del morfotipo prichardii (1,86 um) y el mas grande al par n° 1
del morfotipo mendocina de la poblacion de Epulafquen (3,53 um); estos resultados se
ajustan a lo propuesto por Ehrhart (1997) afirmando que los cromosomas son muy

pequefios y en muchos casos de dificil identificacion.

Es novedoso para la especie, el hallazgo en el presente trabajo de
poblaciones poliploides (2n=6x=54) que caracterizan al morfotipo prichardii. Moleau
(1988) hace una mencion especial a la distribucion de la ploidia y destaca que la
diploidia es poco frecuente en el norte del Neotr6pico, donde predomina la tetraploidia
(2n=4x=32) y menos frecuente la triploidia (2n=3x=27) (Srinath 1940, Moleau 1988).
Este mismo autor también sugiere que el género se habria originado en las regiones
templadas de Sudameérica, ya que la diploidia es mucho mas frecuente en la zona sur del
continente que en el norte (Ehrhart 1997, 2000). Sin embargo, en el estudio citogenético
realizado por Ehrhart 1997 para especies de Calceolaria chilenas, se registré poliploidia
en C. aiseniana, C. biflora, C. filicaulis, C. nudicaulis y C. uniflora, todas especies que
viven en el cordon andino de la zona sur de la Patagonia chilena. Moleau (1988)
también destaca la presencia de octoploidia (2n=8x=72) en la “puna” boliviana y
peruana. Recientemente, el trabajo realizado por Andrada et al. (2010) también registra
poliploidia en especies de Calceolaria del centro de Argentina, C. lilo es tetraploide con

2n = 4x = 32y C. chelidonioides es octoploide con 2n =8x= 64.

La hexaploidia fue registrada en tres localidades pertenecientes al morfotipo
prichardii que se distribuyen en zonas altoandinas de la Patagonia Argentina, tales
como, Villa Catedral, Leleque y Piltriguitron (EI Bolson). Este hallazgo es coincidente
con lo reportado por Ehrhart (1997) que observé presencia de poliploidia en especies
chilenas altoandinas.Asi, la poliploidia podria ser un mecanismo de adaptacién para la
vida en la alta montafia ya que la duplicacion de genes permitiria aumentar la
variabilidad de alelos y esto podria promover la aparicion de nuevos genes
neofuncionales ventajosos (Holand y Chen, 2001; Sankoff 2001; Adams y Wendel
2005; Crow y Wagner 2006). Elliott (1958) sugiere que uno de los principales factores
que contribuyeron a la formacién de poliploides habrian sido los eventos de
glaciaciones ocurridos, y que estaria relacionado con ventajas ecologicas de
supervivencia y colonizacion. En este mismo sentido, Love (1953) arguye que en
lugares de elevacion considerable, los poliploides son mas tolerantes que los diploides
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para condiciones climatoldgicas extremas. En otro sentido, Tabaldi (2009) investig6 y
ensay0 experimentalmente la produccion de poliploides utilizando choques térmicos.
Estos choques demostraron ser el 100% eficaz para produccion de organismos
tetraploides. Por todo esto, los eventos glaciarios méas recientes que han afectado los
patrones de diversidad genética de la especie (Cosacov et al 2010) podrian haber
desempefiado también un papel fundamental en la produccién de poliploides de C.
polyrhiza. De esta manera el aislamiento en refugios de altura, como propone Cosacov
et al. (2010) podrian haber funcionado como pequefios “laboratorios” de produccion de
poliploides en los eventos glaciares més recientes. Debido a la dificultad de conseguir
metafases de calidad en las tres poblaciones estudiadas, no se pudo determinar con
precision el origen auto o alopoliploide. La comparacion cariotipica entre los distintos
morfotipos sugiere que la poblacion de Villa Catedral podria ser un autopoliploide del
morfotipo polyrhiza ya que en las imagenes que se analizaron se observaron
cromosomas CMA+ pequefios, estos cromosomas son caracteristicos de lanceolata y
polyrhiza pero lanceolata también posee cromosomas CMA+ grandes y deberian
haberse evidenciado en alguna metafase. Estudios citogenéticos utilizando hibridizacion
in situ de sondas fluorescentes (FISH) podrian echar luz a esta incognita y caracterizar
de forma mas certera estos citotipos poliploides. La poliploidia en general tiene
maultiples origenes (Leitch y Bennett, 1997; Soltis y Soltis 1999); en este sentido, la
poblacién de Villa Catedral podria tener una formacion particular que no
necesariamente es la misma que la poliploidia que podria presentar este morfotipo en
otras poblaciones.

5.2. Bandeo de fluorescencia: variacion cariotipica entre los

morfotipos

El uso de fluorocromos base-especificos para la tincion de los cromosomas permite
caracterizar las bandas heterocromaticas de acuerdo a la composicion de su ADN
(Schweizer, 1980). Asi, la tincion con CMA/DA/DAPI demuestra que todas las especies
y morfotipos analizados en este trabajo tienen heterocromatina rica en pares de bases
GC, ya que exhiben bandas brillantes con CMA y apagadas con DAPI, distribuidas en
bandas terminales ubicadas en los brazos cortos de cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos. Este tipo de heterocromatina esta asociada a las NORs como es
caracteristico en plantas (Sinclair & Brown, 1971) y permitio analizar mas
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detalladamente el complemento cromosomico de cada uno de los morfotipos. Los
bandeos con fluorocromos especificos demuestran ser herramientas de analisis mas
utiles y poderosas que las técnicas clasicas de tincion ya que permiten poner de
manifiesto cierta variabilidad cariotipica relacionada a la composicion de las bases
nitrogenadas del ADN, que de otra manera seria ignorada. Asi, el analisis de la
estructura interna de los cromosomas permitié definir marcadores cromosémicos

especificos para cada uno de los morfotipos.
Estos son:

1) La presencia de dos pares de organizadores nucleolares CMA+, uno de ellos en
cromosoma submetacéntrico en el morfotipo mendocina.

2) La presencia de dos pares de organizadores nucleolares CMA+ en cromosomas
metacentricos en el morfotipo lanceolata.

3) La presencia de un unico par de organizadores nucleolares CMA+ en
cromosoma metacéntrico del morfotipo polyrhiza.

De acuerdo al mapeo de caracteres realizado sobre la filogenia, la presencia de una
banda por complemento haploide seria ancestral a la presencia de dos bandas por
complemento. La duplicacion y redistribucion de la heterocromatina podrian ser los
mecanismos por los cuales los cariotipos mutaron estructuralmente y adquirieron sus
caracteristicas distintivas. Este tipo de mutaciones han sido bien documentadas en
muchos organismos Yy en particular en varias familias de plantas e incluso son discutidos
como motores de la evolucion de los organismos junto con el aislamiento reproductivo
(Stebbins 1971; King 1993; Livingstone y Rieseberg 2003; Dobigny et al. 2005).

Dos de las tres poblaciones estudiadas del morfotipo mendocina pueden ser
caracterizadas por la presencia de dos pares de organizadores nucleolares CMA+, uno
de ellos en un cromosoma submetacéntrico. Estas localidades se encuentran en las
provincias de Neuguén y Chubut y pertenecen a los haplocados Patagonia Norte, Alto-
Andino Norte y Alto-Andino Sur segun Cosacov et al. (2010). Segun el trabajo
filogeogréafico de la especie (Cosacov et al. 2010), estos linajes genéticos, a excepcién
de Lochiel (Chubut), habrian divergido del resto de las variantes genéticas encontradas
en C. polyrhiza en el Mioceno tardio (13-7 millones de afios atras) probablemente

debido al levantamiento de la Cordillera de los Andes, que habria producido el
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aislamiento de esas poblaciones (Cosacov et al. 2010). Este morfotipo presenta flores
con la garganta sin manchas, elaiéforos con pelos glandulares (Strelin 2009) y tiene la
particularidad de poseer garganta de distancia operativa corta,lo que posibilita que la
pequefia abeja colectora de aceites Chalepogunus caerulussea un polinizador efectivo,lo
que seria un rasgo que podria haber contribuido al aislamiento reproductivo de este
morfo ya que en los morfotipos de garganta larga como lanceolata y polyrhiza, este
polinizador no toca las piezas fertiles (Cosacov et al. 2014; Sosa Pivatto et al. 2016). El
caso de los ejemplares de Lochiel es destacable ya que previo a los estudios de Strelin et
al. (2013) dichos individuos no podian ser clasificados en uno de los morfotipos. Esta
autora valiéndose de caracteres florales y foliares cualitativos y cuantitativos clasifico a
dicha poblacion como morfotipo mendocina, si bien la localidad estd muy distante del
area de distribucion propuesta originalmente este morfotipo. Los datos citogenéticos
obtenidos para esta poblacién indican que estaria méas relacionada al morfotipo
polyrhiza ya que poseen la misma férmula cariotipica, mismo ndmero de bandas y
similar proporcion de heterocromatina. Es por ello, que no fue considerada en el mapeo
de caracteres y se necesitaria realizar un estudio méas detallado de la morfologia floral y
cromosOmica de varios individuos de la poblacion, ya que podria tratarse de una
convergencia morfoldgica cuyo origen serian poblaciones del morfotipo polyrhiza.
Ademas, es interesante mencionar que la secuenciacién de regiones del ADN
cloroplastidial mostraron que la poblacion de Lochiel estaria méas relacionada al
morfotipo polyrhiza y lanceolata que al resto de las localidades del morfotipo

mendocina, confirmando los resultados encontrados en el presente trabajo.

Los cariotipos obtenidos para las distintas localidades pertenecientes al
morfotipo lanceolata también diferenciaron a este morfotipo del resto. Sin embargo, el
estudio filogeografico desarrollado por Cosacov et al. (2010) no encontrd en estas
poblaciones haplotipos diferentes a los hallados para los morfotipos polyrhiza y
prichardii, ya que la mayoria de las localidades estudiadas de estos morfotipos
presentaron el haplotipo mas distribuido H1 perteneciente al haploclado Patagonia
Norte. Esto puede deberse a que estos morfotipos se han separado en épocas mas
recientes y por lo tanto no habria transcurrido tiempo suficiente para su suficiente
diferenciacion, o que exista un flujo genico entre morfotipos. El hecho de que estos
morfotipos compartan el haplotipo ancestral del complejo, es una evidencia que

respaldaria la primera alternativa. Sin embargo, el flujo génico entre morfotipos también
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seria posible ya que lanceolata y polyrhiza si bien poseen flores con distinto patrén de
manchas en la garganta, ambos tienen elaiéforos de morfologia similar (Strelin 2009) y
flores con distancia operativa larga que depositan su polen en la zona notocefélica
(Cosacov et al. 2014). Estos morfotipos comparten a Centris cineraria como
polinizador, lo que permitiria la existencia de flujo génico entre ellos. En efecto se ha
observado a dichos morfotipos en simpatria en diversas localidades. La poblacion de
Charles Fuhr morfotipo polyrhiza es la que posee comparativamente menor
heterocromatina que las poblaciones de distribucion mas norte y centro del complejo C.
polyrhiza. Esta localidad no fue estudiada con secuencias de ADN de cloroplastos, sin
embargo, de acuerdo a la zona geogréfica donde se ubica estaria mas relacionada al
haploclado Patagonia Sur que podria estar indicando una cierta diferenciacion (Cosacov
et al. 2010).

El morfotipo prichardii no presenté marcadores cromosémicos diferenciales con
la técnica de bandeo cromosdmico, pero las tres localidades analizadas fueron
poliploides, siendo entonces la poliploidia la caracteristica cariotipica distintiva del
morfotipo. La heterocromatina de la localidad de Villa Catedral solo se localiz6 en una
banda muy grande. Un posible mecanismo para el origen de esta gran banda es el
apareamiento asimétrico seguido de recombinacién en un homocigota para la
duplicacion de la banda. Este mecanismo fue investigado para la mutaciéon “ojos en
forma de barra” de Drosophila melanogaster (Bridges 1936) y podria explicar porque
toda la heterocromatina se encuentra en un homoélogo de forma tan particular. Las otras
dos poblaciones que se analizaron (Anexo VI) no presentaron la heterocromatina de la
misma manera que Villa Catedral y esto es interesante ya que nos muestra que en las
meiosis podrian existir rearreglos diferenciales. Debido a la baja calidad de las
metafases obtenidas en los individuos analizados no se pudo determinar el origen de la
poliploidia, es decir, si seria un poliploide derivado de lanceolata o polyrhiza, pero se
puede asegurar, ya que carece de cromosomas submetacéntricos con NOR, que no seria
derivado de mendocina. El hecho que posee garganta corta como mendocina y que
comparte el mismo polinizador, pero no comparte las caracteristicas cromosémicas ni
los haplotipos, podriamos sugerir que habria una convergencia fenotipica entre ambos
morfotipos como fue propuesto por Sosa Pivatto et al. (2017). ElI morfotipo prichardii
habria evolucionado en estos nuevos ambientes andinos, proveniente de poblaciones del

complejo C. polyrhiza del este, durante épocas glaciarias donde habria desarrollado la
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poliploidia como estrategia evolutiva y comenzado a interactuar con su nuevo
polinizador que promovid la diferenciacion y el aislamiento reproductivo. Otra
posibilidad es que el morfotipo prichardii es una consecuencia de la mayor diversidad
de genes presentes en el complemento cromosomico poliploide hecho que podria
explicar el mayor tamafio de las flores y las manchas en las gargantas encontradas por
Strelin (2009). Este morfotipo es polinizado tanto por Centris cineraria como
Chalepogunus caerulus (Cosacov et al. 2009) y en este contexto el ajuste a los dos
polinizadores podria ser otra caracteristica brindada por la poliploidia. Finalmente, al
analizar el cariotipo de C. uniflora y C. polyrhiza morfotipo polyrhiza podemos ver
muchas similitudes tanto cualitativas como cuantitativas; esto sumado al hecho de
encontrar tetrapoidia en C. uniflora podria explicar la gran cantidad de hibridos
interespecificos encontrados de forma natural en las zonas de solapamiento de
distribucion (Sérsic et al. 2001).

CONCLUIONES

Para finalizar podemos decir que las diferencias encontradas en el numero
cromosémico, la cantidad de heterocromatina y el patron de bandeo fluorescente
permitio identificar a cada morfotipo estudiado y esta diferenciacion concuerda con lo
analizado por Strelin et al. 2013. Asi, los datos cariotipicos y morfologicos
proporcionan cierto argumento a los sugerido por Descole y Borsini (1954) y Correa
(1999) que el complejo C. polyrhiza no aparenta ser una entidad bioldgica Unica. El
hecho que el morfotipo mendocina pertenece a un linaje genético que divergio a finales
del Mioceno del resto de las localidades de C. polyrhiza conocidas, y presenta
caracteristicas morfoldgicas y cariotipicas distintivas, argumentan a favor de
reconsiderar a este morfotipo como una especie distinta. Los morfotipos lanceolata,
polyrhiza y prichardii si bien presentan caracteristicas morfoldgicas y cariotipicas,
comparten o forman parte del mismo linaje genético, lo cual podria reflejar que estarian
en los comienzos de una incipiente especiacion. Estudios futuros que analicen
conjuntamente la informacion cariotipica y filogeogréafica, nos permitiran avanzar en la
compresion de los procesos evolutivos subyacentes en este complejo especies endémico

de Patagonia.
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Anexo | - Datos cromosomicos de cada localidad analizada

C. polyrhiza morfotipo lanceolata Piedra Del Aguila

Par S | c r % de LTCH n
1 1,46+/-0,26 | 1,77+/-0,23 | 3,23+/-0,48 | 1,21+/-0,11 13,35 m
2 1,34+/-0,23 | 1,59+/-0,27 | 2,93+/-0,49 | 1,19+/-0,08 12,13 m
3 1,21+/-0,33 | 1,46+/-0,38 | 2,68+/-0,7 1,21+/-0,1 11,09 m
4 1,15+/-0,21 | 1,46+/-0,18 | 2,62+/-0,38 | 1,26+/-0,11 10,82 m
5 1,14+/-0,25 | 1,42+/-0,22 | 2,56+/-0,44 | 1,25+/-0,19 10,60 m
6 1,12+/-0,19 | 1,40+/-0,22 | 2,53+/-0,38 | 1,25+/-0,15 10,46 m
7 1,05+/-0,16 | 1,46+/-0,27 | 2,51+/-0,38 | 1,40+/-0,26 10,39 m
8 1,00+/-0,24 | 1,29+/-0,14 | 2,29+/-0,35 | 1,29+/-0,28 9,48 m
9 0,99+/-0,1 1,83+/-0,23 | 2,82+/-0,31 | 1,85+/-0,16 11,67 sm

C. polyrhiza morfotipo lanceolata Telsen

Par S | c r % de LTCH n
1 1,29+/-0,13 | 1,57+/-0,17 | 2,86+/-0,28 | 1,21+/-0,09 12,95 m
2 1,14+/-0,13 | 1,52+/-0,14 | 2,66+/-0,23 | 1,34+/-0,15 12,06 m
3 1,09+/-0,15 | 1,42+/-0,21 | 2,51+/-0,29 | 1,31+/-0,24 11,36 m
4 1,10+/-0,13 | 1,33+/-0,13 2,43+/-0,2 1,21+/-0,16 11,03 m
5 0,87+/-0,15 | 1,35+/-0,11 | 2,22+/-0,24 | 1,56+/-0,26 10,07 m
6 0,97+/-0,11 | 1,22+/-0,15 | 2,19+/-0,24 | 1,26+/-0,11 9,94 m
7 0,91+/-0,1 1,61+/-0,29 | 2,52+/-0,35 1,76+/-0,3 11,49 sm
8 0,86+/-0,12 | 1,60+/-0,26 | 2,46+/-0,36 | 1,85+/-0,21 11,12 sm
9 0,74+/-0,13 | 1,46+/-0,16 | 2,20+/-0,27 | 1,97+/-0,28 9,97 sm

C. polyrhiza morfotipo mendocina Laguna Trolope

Par S | c r % de LTCH n
1 1,27+/-0,17 1,63+/-0,2 2,91+/-0,34 | 1,28+/-0,15 11,79 m
2 1,17+/-0,11 | 1,54+/-0,16 | 2,71+/-0,24 | 1,310,14+/- 10,98 m
3 1,09+/-0,1 1,53+/-0,13 2,62+/-0,2 1,40+/-0,11 10,62 m
4 1,08+/-0,14 | 1,47+/-0,21 | 2,54+/-0,33 | 1,36+/-0,13 10,32 m
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5 1,07+/-0,14 | 2,10+/-0,22 | 3,17+/-0,35 | 1,97+/-0,13 12,85 sm
6 1,12+/-0,19 | 1,98+/-0,28 | 3,10+/-0,46 | 1,77+/-0,16 12,56 sm
7 1,00+/-0,13 | 1,80+/-0,18 | 2,80+/-0,27 | 1,80+/-0,19 11,34 sm
8 0,91+/-0,12 | 1,66+/-0,18 | 2,57+/-0,29 | 1,83+/-0,15 10,42 sm
9 0,81+/-0,07 | 1,44+/-0,17 | 2,25+/-0,21 | 1,79+/-0,16 9,13 sm
C. polyrhiza morfotipo mendocina Laguna Epulauquen
Par S | c r % de LTCH n
1 1,42+/-0,21 1,73+/-0,22 3,15+/-0,41 | 1,21+/-0,11 12,00 m
2 1,30+/-0,21 | 1,57+/-0,25 | 2,87+/-0,44 | 1,21+/-0,13 10,93 m
3 1,16+/-0,19 | 1,71+/-0,33 | 2,87+/-0,44 | 1,48+/-0,29 10,92 m
4 1,10+/-0,17 | 1,49+/-0,18 | 2,58+/-0,33 | 1,36+/-0,1 9,83 m
5 1,19+/-0,18 | 2,33+/-0,44 | 3,53+/-0,61 | 1,95+/-0,15 13,42 sm
6 1,13+/-0,23 | 2,26+/-0,42 | 3,39+/-0,63 | 2,00+/-0,21 12,90 sm
7 1,05+/-0,16 | 1,91+/-0,26 | 2,96+/-0,41 | 1,83+/-0,21 11,25 sm
8 0,91+/-0,21 | 1,74+/-0,29 | 2,65+/-0,47 | 1,92+/-0,29 10,08 sm
9 0,74+/-0,12 | 1,54+/-0,22 | 2,27+/-0,33 | 2,09+/-0,17 8,65 sm
C. polyrhiza morfotipo mendocina Lochiel
Par S | c r % de LTCH n
1 1,20+/-0,22 | 1,57+/-0,23 | 2,77+/-0,38 | 1,31+/-0,21 12,40 m
2 1,24+/-0,21 | 1,50+/-0,18 | 2,75+/-0,37 | 1,21+/-0,12 12,29 m
3 1,17+/-0,09 | 1,48+/-0,24 | 2,66+/-0,28 | 1,26+/-0,18 11,88 m
4 1,03+/-0,15 | 1,45+/-0,13 | 2,47+/-0,22 | 1,41+/-0,18 11,07 m
5 0,95+/-0,1 1,32+/-0,14 | 2,28+/-0,18 | 1,39+/-0,17 10,19 m
6 0,88+/-0,12 | 1,21+/-0,21 | 2,09+/-0,28 | 1,38+/-0,22 9,35 m
7 0,90+/-0,21 | 1,86+/-0,28 | 2,77+/-0,44 | 2,06+/-0,38 12,38 sm
8 0,87+/-0,12 | 1,65+/-0,22 | 2,51+/-0,32 | 1,90+/-0,18 11,24 sm
9 0,70+/-0,12 | 1,36+/-0,26 | 2,06+/-0,31 | 1,93+/-0,37 9,20 sm
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C. polyrhiza morfotipo polyrhiza Charles Fuhr

Par S | c r % de LTCH n
1 1,41+/-0,2 1,83+/-0,19 | 3,24+/-0,36 | 1,29+/-0,12 13,04 m
2 1,33+/-0,18 1,74+/-0,2 3,07+/-0,36 1,30+/-0,1 12,34 m
3 1,22+/-0,14 | 1,59+/-0,17 | 2,81+/-0,29 | 1,30+/-0,12 11,30 m
4 1,07+/-0,18 | 1,57+/-0,17 | 2,64+/-0,33 | 1,46+/-0,16 10,64 m
5 1,11+/-0,12 | 1,49+/-0,2 | 2,60+/-0,29 | 1,34+/-0,15 10,46 m
6 1,09+/-0,13 | 1,47+/-0,3 | 2,57+/-0,41 | 1,35+/-0,18 10,33 m
7 1,03+/-0,08 | 1,87+/-0,22 | 2,90+/-0,27 | 1,82+/-0,16 11,68 sm
8 0,98+/-0,1 1,71+/-0,22 | 2,68+/-0,32 | 1,75+/-0,08 10,80 sm
9 0,85+/-0,16 | 1,49+/-0,23 | 2,34+/-0,36 | 1,75+/-0,25 9,40 sm

C. polyrhiza morfotipo polyrhiza Esquel

Par S | c r % de LTCH n
1 1,11+/-0,07 | 1,41+/-0,08 | 2,53+/-0,15 | 1,27+/-0,05 12,12 m
2 1,14+/-0,07 | 1,31+/-0,07 | 2,46+/-0,09 | 1,150,12+/- 11,79 m
3 1,01+/-0,08 | 1,26+/-0,09 | 2,26+/-0,13 | 1,25+/-0,12 10,85 m
4 1,05+/-0,07 | 1,20+/-0,06 | 2,25+/-0,1 | 1,14+/-0,09 10,81 m
5 0,95+/-0,06 | 1,31+/-0,09 | 2,25+/-0,11 | 1,38+/-0,13 10,81 m
6 0,96+/-0,08 | 1,18+/-0,11 | 2,14+/-0,16 | 1,22+/-0,13 10,28 m
7 0,89+/-0,07 | 1,71+/-0,11 | 2,60+/-0,12 | 1,92+/-0,21 12,49 sm
8 0,79+/-0,08 | 1,53+/-0,11 | 2,31+/-0,13 | 1,94+/-0,26 11,09 sm
9 0,74+/-0,06 | 1,30+/-0,09 | 2,03+/-0,14 | 1,77+/-0,09 9,76 sm

C. polyrhiza morfotipo polyrhiza La Bomba

Par S | c r % de LTCH n
1 1,25+/-0,19 | 1,71+/-0,3 | 2,96+/-0,47 | 1,36+/-0,13 13,17 m
2 1,20+/-0,24 | 1,49+/-0,23 | 2,69+/-0,46 | 1,24+/-0,12 11,96 m
3 1,13+/-0,19 | 1,38+/-0,19 | 2,51+/-0,34 | 1,22+/-0,18 11,15 m
4 1,12+/-0,17 1,34+/-0,17 2,46+/-0,32 | 1,20+/-0,14 10,91 m
5 0,98+/-0,14 | 1,32+/-0,17 | 2,30+/-0,29 | 1,36+/-0,15 10,22 m
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6 0,87+/-0,15 | 1,42+/-0,26 | 2,29+/-0,38 | 1,62+/-0,25 10,16 m
7 0,86+/-0,14 | 1,92+/-0,25 | 2,78+/-0,37 | 2,23+/-0,26 12,33 sm
8 0,79+/-0,15 | 1,62+/-0,27 2,41+/-0,4 | 2,06+/-0,24 10,72 sm
9 0,71+/-0,12 | 1,40+/-0,16 | 2,11+/-0,24 | 1,98+/-0,29 9,38 sm
C. polyrhiza morfotipo prichardii Villa Catedral
Par S | c r % de LTCH n
1 1,40+/-0,38 | 1,73+/-0,39 | 3,14+/-0,65 | 1,24+/-0,26 4,47 m
2 1,26+/-0,21 | 1,62+/-0,29 | 3,05+/-0,51 | 1,29+/-0,2 4,34 m
3 1,25+/-0,34 | 1,79+/-0,34 | 2,99+/-0,72 | 1,43+/-0,17 4,25 m
4 1,25+/-0,12 1,47+/-0,3 2,90+/-0,34 | 1,18+/-0,1 4,13 m
S 1,28+/-0,32 | 1,65+/-0,29 2,90+/-0,6 | 1,30+/-0,15 4,12 m
6 1,26+/-0,21 | 1,65+/-0,23 | 2,89+/-0,44 | 1,31+/-0,2 4,11 m
7 1,15+/-0,36 1,72+/-0,5 2,87+/-0,8 | 1,49+/-0,12 4,09 m
8 1,25+/-0,12 | 1,53+/-0,23 | 2,78+/-0,28 | 1,22+/-0,03 3,95 m
9 1,25+/-0,24 | 1,53+/-0,17 | 2,74+/-0,45 | 1,22+/-0,09 3,89 m
10 1,23+/-0,31 | 1,53+/-0,22 2,71+/-0,6 | 1,24+/-0,15 3,86 m
11 1,20+/-0,13 | 1,43+/-0,24 | 2,69+/-0,31 | 1,20+/-0,2 3,83 m
12 1,18+/-0,13 | 1,42+/-0,28 | 2,62+/-0,37 | 1,20+/-0,1 3,73 m
13 0,90+/-0,03 | 1,55+/-0,12 | 2,55+/-0,15 | 1,72+/-0,18 3,63 m
14 1,13+/-0,13 | 1,40+/-0,24 2,54+/-0,4 | 1,24+/-0,14 3,62 m
15 1,15+/-0,12 | 1,38+/-0,25 | 2,52+/-0,35 | 1,20+/-0,14 3,59 m
16 1,12+/-0,07 | 1,36+/-0,17 | 2,52+/-0,29 | 1,21+/-0,18 3,59 m
17 1,11+/-0,14 | 1,29+/-0,27 | 2,44+/-0,29 | 1,16+/-0,15 3,47 m
18 0,86+/-0,1 1,42+/-0,21 | 2,40+/-0,19 | 1,66+/-0,2 3,41 m
19 1,02+/-0,11 | 1,16+/-0,24 | 2,31+/-0,33 | 1,13+/-0,23 3,29 m
20 0,91+/-0,18 | 1,04+/-0,32 | 2,05+/-0,41 | 1,14+/-0,09 2,92 m
21 0,87+/-0,18 1,08+/-0,5 1,92+/-0,35 | 1,25+/-0,55 2,72 m
22 0,92+/-0,18 1,68+/-0,1 2,56+/-0,43 | 1,84+/-0,21 3,64 sm
23 0,85+/-0,18 | 1,68+/-0,33 2,33+/-0,3 | 1,96+/-0,38 3,31 sm
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24 0,77+/-0,12 | 1,49+/-0,21 | 2,19+/-0,32 | 1,94+/-0,15 3,12 sm
25 0,83+/-0,25 | 1,56+/-0,36 | 1,86+/-0,53 | 1,88+/-0,55 2,65 sm
26 1,06+/-0,28 | 1,89+/-0,16 | 3,00+/-0,6 | 1,78+/-0,29 4,27 sm
27 0,96+/-0,13 | 1,68+/-0,26 | 2,80+/-0,25 | 1,75+/-0,28 3,99 sm
C. uniflora Lago Burmeister
Par S | c r % de LTCH n
1 1,28+/-0,12 | 1,60+/-0,14 | 2,89+/-0,21 | 1,25+/-0,12 12,89 m
2 1,19+/-0,09 | 1,48+/-0,17 | 2,66+/-0,17 | 1,25+/-0,19 11,90 m
3 1,13+/-0,21 | 1,46+/-0,19 | 2,60+/-0,38 | 1,29+/-0,13 11,61 m
4 1,02+/-0,08 | 1,43+/-0,14 | 2,45+/-0,18 | 1,39+/-0,16 10,93 m
S 0,96+/-0,14 | 1,35+/-0,09 | 2,31+/-0,14 | 1,41+/-0,28 10,32 m
6 0,96+/-0,13 | 1,29+/-0,09 | 2,24+/-0,17 | 1,35+/-0,18 10,02 m
7 0,95+/-0,08 1,63+/-0,2 2,59+/-0,25 | 1,71+/-0,16 11,55 sm
8 0,86+/-0,11 | 1,55+/-0,15 | 2,41+/-0,24 | 1,79+/-0,14 10,77 sm
9 0,79+/-0,13 | 1,46+/-0,16 | 2,24+/-0,26 | 1,85+/-0,28 10,02 sm
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ANEXO Il - Analisis de caracteres cualitativos

a) Tablas de frecuencia relativa y absoluta

Numero cromosémico

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

2n=2x=18

0,888888889

0,888888889

2n=6x=54

0,111111111

1

Férmula cariotipica (n)

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

8m+1sm 0,111111111 0,111111111
6m+3sm 0,555555556 0,666666667
4m+5sm 0,222222222 0,888888889
21m+6sm 0,111111111 1

Tipo de asimetria cariotipica **

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

1A

0,666666667

0,666666667

2A

0,333333333

1

Pares con NOR

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

4m 0,230769231 0,230769231
11m 0,076923077 0,307692308
2m 0,076923077 0,384615385
3m 0,230769231 0,615384615
7m 0,076923077 0,692307692
5m 0,153846154 0,846153846
6sm 0,153846154 1

NUmero de bandas CMA+/DA/DAPI-

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

1 banda

0,555555556

0,555555556

2 bandas

0,444444444

1

Pares NORs en my sm

Frecuencia relativa

Frecuencia Absoluta

m

0,846153846

0,846153846

sm

0,153846154

1
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b) Graficos de frecuencias relativas de caracteres cualitativos
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Pares con NORs
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ANEXO Il -Analisis ANOVA para caracteres cuantitativos

Analisis estadistico del valor cromosdémico promedio (c) entre

morfotipos

Analisi= de la varianza

Variable N R® BR® Aj CV
R 3 0,73 0,56 4,58

Cuoadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-wvalor

Modelo. 0,068 3 0,02 4,44 00,0711
Morfotipos 0,06 3 0,02 4,44 00,0711
Error 0,02 & 4,8E-03

Total 0,09 B8

Test:Tuokey Alfa=0,05 DM5=0,26752
Error: 00,0042 gl: &
Morfotipos Medias n E.E.

Muewva tabla : 29/10/2016 - 17:06:14 — [Versidm : 17/06/2015]

F.Pri 1,36 1 0,07 A
E.L. 1,46 2 0,05 A
E.F 1,52 3 0,04 &
B.M. 1,62 3 0,04 A
Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Homogeneidad de la Varianza de errores

Anali=is de la varianza

Variable N ER® R® B3 CV
RABS R 5 0,37 0,00 64,81

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CcH F p-valor

Huewva tabla : 2971072016 - 17:08:02 - [Versiom : 17/06/2015]

Modelo. 2,4E-03% 3 8,0E-04 0,97 00,4769
Morfotipos 2,4E-03 3 &,0E-04 0,97 00,4769
Error 4,1E-03 5 8,3E-04
Total 0,01 8
Shapiro Wilk
Huewva takla : 23/710/2016 - 17:32:31 - [Versidn 17/06/2015]

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUOO R 8 0,00 0,06 0,88 00,2126
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Analisis estadistico del indice braquial promedio (r) entre
morfotipos

Huewva tabla 29/10/2016 — 19:21:40 - [Version : 17/06/2015]

Analisis de la varianza

Variable N R R® B3 CW

B 9 0,73 0,56 4,58

Cnadro de Andlisis de la Varian=za (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 0,08 3 0,02 4,44 0,0711

Morfotipo=s 0,068 3 0,02 4,44 0,0711

Error 0,02 5 4,9E-03

Total 0,08 B

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,26792

Error: 02,0049 gl: &

Morfotipos Medias= n E.E.

B.Pri 1,36 1 0,07 &

E.L. 1,46 2 0,05 A

E.P 1,52 3 0,04 B

P.M. 1,62 3 0,04 &

Medias con una lektra comun no son significativamente diferentes (p > 0.058)
Homogeneidad de varianza

Hueva tabla 29/10/2016 - 19:23:08 — [Version 17/06/2015]

Anali=i=s de la varianza

Variable N E* E® B3 CW

ELES R 9 0,37 0,00 64,81

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.vV. 5C gl CH F p—-valor

Modelo. 2,4E-03 3 8,0E-04 0,97 0,4769

Morfotipos 2,4E-03 3 B8,0E-04 0,97 00,4769

Error 4,1E-03 5 8,3E-04

Total 0,01 B8
Shapiro wilks

Hueva tabkla 29/10/2016 - 19:24:00 - [Versidn 17/06/2015]

Shapiro-Wil

Variable n

k= (modificado)

Media D.E. W* p(Unilateral D)

EDUC R g

0,00 0,06 0,88 0,2126
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Analisis estadistico del porcentaje de heterocromatina (%HC)

entre morfotipos

P. Pri: prichardii; P.P: polyrhiza; P.M. mendocina; P.L.: lanceolata

Hueva tabla : 29/10/2016 - 19:24:46 - [Verszidm : 17/06/2015]
Bnalisis de la varianza

Variable W E* R* Bj CW
HC 92 0,81 0,70 21,05

Cuadro de Anali=zis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 7.,2% 3 2,43 7,17 0,0282
Morfotipos 7,2% 3 2,43 7,17 0,0282
Error 1,689 5 0,34

Total 8,98 B

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=2,623472
Error: 00,3386 gl: &b

Morfotipos Medias n E.E.

F.Pri 1,02 1 0,58 R

E.F 2,08 30,32 2 B

P.M. 3,42 3 0,34 B

F.L. 3,66 2 0,41 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Homogeneidad de Varianza

Huewva takla : 29%/10/2016 - 19:27:02 - [Versidm : 17/08/2015]

Anali=is de la varianza

Variable N RT RT B3 CV
RABS HC 9 0,57 0,32 58,38

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo. 0,30 3 0,10 2,25 00,1999
Morfotipo=s 0,30 3 0,10 2,25 00,1999
Error 0,22 5 0,04
Total 0,52 &8
Shapiro wilks
Hueva tabla : 23/10/2016 — 19:29:086 — [Version : 17/06/2015]

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable nm Media D.E. W* p(Unilateral D0O)
RDUZ HC 5 0,00 0,46 0,91 0,4412
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Analisis estadistico del largo total del complemento haploide
(LTCH) entre morfotipos

Nueva takbla : 2971072016 - 19:35:51 - [Versidn : 17/0&/2015]
Analisis de la varianza

Variable W E* R=® A3 CW
LTCH 9 0,9% 0,99 6,56

Cnadro de Andli=si=s de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelao. 1935,35 3 645,12 182,5% «<0,0001
Morfotipo 1935,35 3 645,12 182,59 «0,0001
Error 17,87 & 3,53
Total 1953,02 8

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=T,21501
Error: 3,5331 gl: 5§
Morfotipo Medias n E.E.

polyrhiza 22,77 3 1,0% A

lanceoglata 23,13 2 1,33 A&

mendocina 24,43 3 1,09 &

prichardii 70,09 1 1,88 B

Medias con una lekra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Homogeneidad de la Varianza

Huewva tabkla : 29/10/2016 - 19:37:37 - [Versiom : 17/06/2015]
Analisis de la wvarianza

Variable N Rf RT Aj CV
RRES LTCH 9 0,30 0,00 76,46

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p-valor

Modelo. 1,67 3 0,56 0,71 00,5859
Morfotipo 1,67 3 0,56 0,71 00,5859
Error 3,92 5 0,78
Total 5,52 8
Shapiro wilks
Mueva tabla : 29/10/2016 - 19:3%3:07 - [Versidom : 17/06/2015]

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

RODUC LTCH 9 0,00 1,49 0,92 0,5273
[
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Analisis estadistico del indice de asimetria A1

Analisis de la varlanza

H R® R* Ly CW
% 0,63 0,41 11,30

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V 5C gl CH F p-valor
i} 3 3,5E-03 2,84
i} 3 3,5E-03 2,84
0 5 1,2E-03

Test:Tunkey Alfa=0,05 DMS=0,13451

Error: 00,0012 gl: 5

Localidades Medias n E.E

F.FPr 0,27 10,04 B

P.L. 2 0,02 R

F.F 3 0,02 B

P.M 3 0,02 A

Madizs con uns son significstivamente diferentes (p > 0,05

Homogeneidad de la Varianza

Analis=i=s de la wvariansza

T s o . s ma T -
Vvariable N 2 HE® LS CW
ELEBES Rl 2 0,75 0,681 40,899

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

= tr . i - .
F.V. SC gl CH E p-wvalor

py - T 2% % = a4 .% ~a = 1. =~ ~cc

Modelo. 1,ab-U3 S g, l0-U8 5,12 L, U3

- . W mm_ mm = o4 AT _ma = am  m mECe

Localidades 1,3E-03 3 4,2E-04 5,12 0,0553

Error 4,1E-04 5 8,3E-05

T o =y 1 W = )

LoTal < 2= a

Shapiro wilks

Shapiro-Wilks (modificado)

||
m
b
Ili
==
1]
i
ai}
]
=
"

p(Unilateral D)

Variab

— T 7T o P = - oo
ROOC Al 2 0,00 0,03 0,91

-
]

r

il

=

5
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Analisis estadistico del indice de asimetria A2

Lz

Cunadra

(U ¥R N

[RE ]
F
-

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,122B86

Error: Q,0010 gl: 5

Morfotipo 1 E.E

mend 3 0,02 4

poly 3 0,02 A

lanc 2 0,022

prich 1 0,03 &

Medizs zon comin no son significstivamente diferentes (p > 0,05}

Homogeneidad de la Varianza

BARS A2

Variable N = EE 4T Cv

ELES RZ 9 0,62 0,40 49,99

Cnadro de Analisi=s de la Varlanza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CH

Modelo. 2, 6E-04 3 2, 2E

Morfotipo 8,6E-04 Iz 2,35E

Error 5, 2E-04 S 1,0E

Total 1,4E-03 i

Shapiro wilks

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n HMedia D.E. W= p(Unilatceral D)

RDITO B2 = 0,00 0,03 0,91 0, 24962

I
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ANEXO |V - Tabla de datos cuantitativos y cualitativos codificados para analisis fenético

'I\_/'(;chﬁggg on [Formuta | PO9OM ©NORS loeiclirer| ¢ | r | R | AL| A2 |TAC Haplotipo Altitud | Latitud | Regi6n
a]3]2]6]5]7]11 H1[H7[H21[H24[H16
pogm:iza o| o |1|o|ofo|ojo| 0| 331 | 2485 |2.76|1.49|1.38(0.32{0.11] 0 |0 |0 | 0 | O | 1 | 365 |-50317| O
pogsrgiza o| o |1|o|ojo|ojo| 0| 401 | 2096 |2.32|1.46[1.28(0.27|008] 0 |1 |0 | 0 | O | 0 | 961 |-42922| o0
pol'ygc‘)iza o| o |1|o|o|o|ojo| 0| 255 | 2251 |248| 16|14 [033(043] 1 |1|0| 0 | 0 | 0 | 990 |-39731]| o0
'a”%"l'_ata ol o |o|1|ofo|1|o| 0| 397 | 2207 |245|151|1.32[031|008] 0 |1|0| 0 | 0| 0| 593 |-42449| o0
'a”ngjA'\ata o| 1 |olojojo|1|1]| 0| 374 |24.18 |269]|1.33|1.41]|0.23]0.15| 0 [1 1] 0| 0| 0 | 667 |-39987| o0
meﬂ%"g”a o| o |olo|1|o|ojo| 0| 215 |22.35|2.73|1.56[1.35(0.33{009] 1 |1 |0 | 0 | 0 | O | 348 |-44705| O
merl‘_dé’;i”a ol 2 |o|1|o|1]|o|o| 0| 244 | 26.27 [2.92|169|155(037[013] 1 |o|o| 1 | 0o | 0 | 1517 |-37.825| 1
merlldToéi”a o| 2 |o|1]o|1|o|o| 0| 1.69 | 24.67 |2.74|1.62|1.41|0.36/0.08] 0 [0 |0 | 0 | 1 | 0 | 1555 |-36,838| 1
p”\%"’zd" 1| 3 |o|ojojojojo| 1| 1.02|70.09 |259|1.361.69|0.27{0.14] 0 [1]|0| 0 | 0 | 0 | 1039 |-41,173| 1
O“E%rl‘j“p ol o |o|1|olo|o|o| 0| 193 | 22.39 [2.49|1.49|1.29|0.31]008] 0 |0 |0 | 0 | 0 | 0 | 914 |-47950| O

Codificacion de la Tabla

: 2n= 18 (0), 2n=54 (1); Formula: 6m+3sm (0), 8m+1sm (1), 4m+5sm (2), 21m+6sm (3); Tipo de asimetria

cariotipica (TAC): Al (0), A2 (1), Region: estepa (0), Bosque Andino patagénico (1). En el resto de los casos se codific6 como ausencia (0)

presencia (1). Las referencias se encuentran en la Tabla 1y 2
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ANEXO V - Analisis de mapeo de caracteres cromosémicos

. ‘ |




ANEXO VI - Fotos de poblaciones no incluidas en resultados

Fig.9. Metafases mitdticas de C. polyrhiza morfotipo prichardii (A-D) y mendocina (E y
F) tefiidas secuencialmente con CMA/DA/DAPI. Ay B Leleque (Provincia del

Chubut); C y D EI Bolson (Cerro Piltriquitron Provincia de Rio Negro); E y F Valle
Hermoso (Mendoza)
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