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Resumen

El boldo brasilero (Plectranthus barbatus Andrews) es una planta originaria de la India y naturalizada en algunas
regiones de Argentina. Se usa en medicina popular, farmacologia y como ornamental. El objetivo de este trabajo
fue caracterizar a P. barbatus mediante estudios citogenéticos para contribuir al conocimiento biologico y genético
de la especie. El material se colectd en San Pedro de Colalao, provincia de Tucuman, Argentina. Para los estudios
citologicos se utilizaron meristemas radiculares (mitosis) e inflorescencias (meiosis). Para la determinacion
de viabilidad de polen en células madres de polen, se empleo la técnica de coloracion de Azul de Algodon en
Lactofenol. El nimero cromosémico en mitosis es de 2n=32. En meiosis, se observaron monovalentes y trivalentes
en Metafase I, rezagados en Anafase I y en Telofase 1. En los preparados de polen se encontré un 70 % de granos
anormales y un 30 % de normales. Seguin los nlimeros basicos de x = 6, 7 u 8 citados para el género, se deduce que
se trata de un tetraploide con meiosis irregular (autotetraploide). La falla en la formacion de semillas explica su
forma mas frecuente de propagacion: la multiplicacion vegetativa. Seria conveniente tener en cuenta este tipo de
multiplicacion para mantener un genotipo deseado, logrando uniformidad genética en la poblacion, a la vez que se
logra rapidez en la obtencion de una gran cantidad de plantas.
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Abstract

The Brazilian boldo (Plectranthus barbatus Andrews) is a plant from India and naturalized in some regions of
Argentina. It is used in folk medicine, pharmacology and as ornamental. The aim of this work was to characterize
to P. barbatus by means of cytogenetics studies to contribute to the biological and genetics knowledge of the
species. The material was collected in San Pedro de Colalao, Tucuman province, Argentina. Root-meristems
(mitosis) and inflorescences (meiosis) were used for the cytological studies. To determine pollen viability of pollen
mother cells the coloration technique of Blue Cotton in Lactophenol was employed. The chromosomal number in
mitosis was 2n=32. In meiosis, monovalent and trivalent at Metaphase I, delayed at Anaphase I and Telophase I
were observed. In pollen preparations a 70% of abnormal grains and a 30% of normal ones was found. According
to the basic numbers of x = 6, 7 or 8 cited for the genus, it is deduced that it is a tetraploid species with irregular
meiosis (autotetraploid). The failure in the seed formation explains its more frequent form of propagation: the
vegetative multiplication. It would be convenient to keep into account this type of multiplication for maintaining a
desired genotype, reaching genetics uniformity in the population at the same time that a quick obtaining of a great
number of plants.
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Introduccion por la riqueza de sus aceites esenciales presentes

en tricomas glandulares, brotes, hojas y tallos. Po-

El género Plectranthus pertenece a la familia see ejemplares con interés medicinal y econémi-

Lamiaceae y cuenta con alrededor de 300 espe- co, aunque la composicion quimica de sus aceites

cies (Toth et al., 2013). Se caracteriza por incluir ain no es muy conocida en todas las especies
numerosas especies aromaticas muy importantes (Magalhdes Bandeira et al., 2010).
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Plectranthus barbatus Andrews conocido como
boldo brasilero es originario de la India, se dis-
tribuye ampliamente en Egipto, Arabia, Africa
Occidental y Sudamérica (Codd, 1975). Es una
de las especies aromaticas mas importantes tradi-
cionalmente usada en medicina popular y presen-
ta numerosos sinonimos tales como Plectranthus
forskohlii Briq.; Plectranthus grandis (Cramer)
R. H.; Coleus forskohlii Briq. y Coleus barbatus
(Andr) Benth entre otros (Campos Reis et al.,
2015). Es una planta herbacea con raiz abundante.
Los tallos crecen hasta 60 cm aproximadamente
y se vuelven decumbentes cuando crecen mucho.

La inflorescencia y las flores son tipicas de la
familia Lamiaceae. Las raices son fasciculadas,
gruesas, suculentas y contienen la forskolina
quimica (Mariya et al., 2013). Sus hojas son ova-
ladas, pilosas, gruesas con bordes dentados. Las
flores de coloracion azulada (Figura 1), crecen en
racimos (espigas) en la estacion lluviosa (Costa,
2006).

.

Figura 1. Plectranthus barbatus Andrews, procedente
de San Pedro de Colalao (Departamento Trancas), Pro-
vincia de Tucuman, Argentina. A) Vista general de la
poblacion. B) y C) Flores.

También conocido como boldo nacional en Bra-
sil, es una de las plantas mas citadas en releva-
mientos etnobotanicos. Muestra gran variacion
morfologica, siendo una especie ampliamente dis-
tribuida y adaptada a numerosos ambientes. Esta
especie es cultivada y utilizada en forma de me-
dicamentos fitoterapeuticos por sus propiedades
analgésicas, antidispépticas y antiespasmodicas,
siendo recomendada en problemas respiratorios,
enfermedades del corazon y ciertos desordenes
del sistema nervioso central. Numerosos estudios
muestran que “forskolin” es el componente activo
principal (Campos Reis et al., 2015).

En vista de la importancia de su uso, resulta
relevante profundizar estudios genéticos, en es-
pecial aquellos que describan detalladamente su
cariotipo para la correcta identificacion de las
plantas (Campos Reis et al., 2015).

Los trabajos relacionados con la citogenética
clasica y la citogenética molecular, son escasos o
poco difundidos (Magalhaes Bandeira, 2010). Sin
embargo, hay estudios que muestran diferentes
numeros basicos para el género y diferentes nu-
meros cromosomicos para la especie, indicando
variaciones en el genoma, tanto aneuploides como
euploides (Campos Reis et al., 2015).

De los estudios citogenéticos realizados para el
género Plectranthus se ha informado una gran va-
riacion en el nimero cromosémico, desde 2n=14 a
2n=84, como asi también, variaciones en el com-
portamiento en meiosis, informados en estudios
previos de ejemplares provenientes de la provincia
de Tucuman (Nasif et al., 2016).

Aunque el nimero basico mas comun de la es-
pecie es x=7 y el nimero de cromosomas es 28
(De Wet, 1958; Morton, 1962), algunas especies
presentan niimeros basicos secundarios de x=6 a
x=8 (Darlington y Wylie, 1955). Adicionalmente,
en el género son comunes las variaciones intra-
especificas de numeros cromoséomicos. Morton
(1993) describio numeros aneupliodes 2n=26 y 28
para Plectranthus assurgens (Baker) J. K. Mor-
ton y Plectranthus glandulosus Hook, 2n=28 y
2n=30 para Plectranthus tenuicaulis (Hook. F.)
J. K. Morton, mientras que para Plectranthus am-
boinicus (Lour.) Spreng, Thoppil (1993) describe
una gran variacion de nimeros somaticos (2n=16,
24,30, 32, 34 y 48), indicando que los eventos de
poliploidia en asociaciéon con aneuploidia pueden
contribuir a conocimiento de la complejidad del
género.

Ademas del numero cromosoémico, es importan-
te conocer el grado de ploidia para analizar otras
variables para la confeccion del cariotipo, como
longitud cromosémica, longitud de brazo corto y
brazo largo y ubicacion del centromero. El indice
centromérico es un parametro que permite la cla-
sificacion de los cromosomas de acuerdo con la
posicion del centromero y es muy utilizado en la
sistematizacion de los complementos cromosomi-
cos (Levan et al., 1964; Stebbins, 1971).

Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar a P. barbatus mediante estudios cito-
genéticos, para contribuir al conocimiento biologi-
coy genético de la especie. Para ello, se realizaron
analisis de cromosomas en mitosis, en meiosis y
viabilidad de granos de polen.
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Materiales y métodos

El material de P. barbatus Andrews, se colectd
en la localidad de San Pedro de Colalao (Departa-
mento Trancas), provincia de Tucuman (26° 14’
00" Sy 65°29°00"" O).

Para los estudios de mitosis en meristemas radi-
culares, se analizaron quince plantas, un prepara-
do por cada una, observando en promedio, treinta
células por cada preparado. Se realizé un pretrata-
miento con paradiclorobenceno (Paclosol) durante
2,20 h a temperatura ambiente. Posteriormente se
fijaron en una solucion de Carnoy (alcohol etili-
co absoluto: acido acético glacial, 3:1), luego se
hidrolizaron en acido clorhidrico 1N a 58°C du-
rante 4 min. Para la confeccion de los preparados
se aplastaron los meristemas entre porta y cubre
objeto en gota de colorante hematoxilina acética
al 2 % (p/v) con citrato férrico al 1 % (p/v) como
mordiente (Budeguer, 2012a; Pastoriza et al.,
2013). El analisis del cariotipo se baso en la técni-
ca de Levan et al. (1964). Para meiosis se fijaron
las inflorescencias en solucion de Newcomer (al-
cohol isopropilico: acido acético glacial: éter de
petrdleo: acetona: dioxano, 6:3:1:1:1). Los prepa-
rados se realizaron siguiendo el protocolo de Bu-
deguer et al. (2013). Se aplastaron las anteras jo-
venes empleando la misma técnica de coloracion
que para mitosis. La determinacion de viabilidad
de polen se realiz6 en Células Madre de Polen
(CMP), empleandose Azul de Algodén en Lacto-
fenol (D’ Ambrogio de Arglieso, 1986; Budeguer,
2012b). Se aplastaron anteras maduras con colo-
rante sobre un portaobjeto y se cubrid con cubre
objeto de 24 x 24 mm. A las 24 h se observo en
microscopio Optico, considerando normales a los
granos turgentes y bien coloreados y anormales a
los deformes o sin colorear. Las microfotografias
fueron tomadas con el microscopio Carl Zeiss Pri-
mo Star con camara digital integrada.

Resultados y discusion

El ntimero cromosdémico observado en mitosis
fue de 2n=32, que se corresponde con un x=8§ ci-
tado para el género (Darlington, 1955; De Wet,
1958; Nasif et al., 2016). Se trata de un comple-
mento bimodal, con cromosomas metacéntricos
(m) y submetacéntricos (sm). Teniendo en cuenta
lo informado por Lacadena (1981), que indica que
el tamafio de los cromosomas en monocotiledo-
neas puede alcanzar hasta 20 um y en dicotiledo-

neas hasta 5 um; el cariotipo de P. barbatus esta
conformado por un grupo de cromosomas peque-
Nos y otro de cromosomas muy pequefios, varian-
do entre 2,5 um a 1,5 um, respectivamente. La
formula cromosomica determinada fue 7m + 1sm
(Figura 2), encontrandose ademas, un cromosoma
con satélite (cromosoma SAT), entre el grupo de
los cromosomas de mayor tamario.
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Figura 2. Mitosis en Plectranthus barbatus Andrews.
2n=32. A) Prometafase mitética. B) Metafase mitotica.
C) Idiograma de P. barbatus Andrews (7m + 1sm). La
flecha sefala el satélite. La barra indica 10 pm.
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Los resultados obtenidos, difieren de los infor-
mados por Campos Reis et al. (2015), que obtu-
vieron una formula cromosoémica de 14m + 1sm,
de un 2n=30, la cual se corresponde con un indivi-
duo diploide, a diferencia de lo encontrado en este
trabajo, donde se determiné un tetraploide con un
x=8 (De Wet, 1958). Por otro lado, Thoppil (1993)
describe una gran variacion de nimeros cromo-
somicos (2n=16, 24, 30, 32, 34 y 48), indicando
que los eventos poliploides en asociacion con los
aneuploides, pueden contribuir a la complejidad
del género.

En el analisis de cromosomas en meiosis, se ob-
servo la presencia de monovalentes y trivalentes
en Metafase I, ademas de cromosomas rezagados
en Anafase I y en Telofase I (Figura 3). Estas con-
figuraciones son indicadoras de meiosis irregula-
res, dando generalmente como consecuencia, la
formacion de gametas inviables y por ende pro-
blemas de fertilidad.

Figura 3. Meiosis en Plectranthus barbatus Andrews.
Las flechas sefialan: A) Monovalente en Metafase I, B)
trivalente en Metafase I, C) Cromosomas rezagados en
Telofase I, D) Micronucleos en la Division II de meio-
sis. La barra indica 10p.

En el analisis de CMP se encontr6 un 70 % de
granos anormales y un 30 % de normales. Los
granos de polen observados poseen una morfolo-
gia caracteristica de la familia de las Lamiaceae,
presentando granos hexacolpados con surcos ve-
rrucosos, que le confieren una forma subesferoidal
(Velarde Montero et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Granos de polen en Plectranthus barbatus
Andrews. A y B) Granos de polen. La flechas sefialan
granos hexacolpados (aprox. 600x). C) Granos de polen
(aprox. 250x). D) Extraccion de la foto C, con detalle
de granos inviables, I: inviable, V: viable (aprox. 400x).

Conclusiones

El nimero cromosdémico 2n=32, con un nume-
ro basico de x=8, indica que se trata de una es-
pecie tetraploide. Las irregularidades encontradas
en meiosis estan altamente correlacionadas con la
poca viabilidad del polen y en consecuencia con
la escasa formacion de semillas. La condicion de
poliploide con anormalidades en meiosis, respon-
deria a un autotetraploide, a diferencia de los alo-
tetraploides que son fértiles.

La falla en la formacion de semillas explica su
forma mas frecuente de propagacion, la multi-
plicacion vegetativa. Seria conveniente tener en
cuenta este tipo de multiplicacion para mantener
un genotipo deseado, logrando uniformidad gené-
tica en la poblacion, a la vez que se logra rapidez
en la obtencion de una gran cantidad de plantas.
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