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RESUMEN

Con el objetivo de corroborar el niimero cromosdmico, tamafio, tipo y viabilidad del
polen y profundizar el estudio de la meiosis en Tithonia diversifolia, se estudiaron meriste-
mas de raices tratados con colchicina (0,05%) y anteras procedentes de inflorescencias j6-
venes, colectadas en diferentes localidades del estado Monagas, Venezuela. Se encontr6 un
nimero diploide de cromosomas (2n = 34) con 16 pares metacéntricos y un par submetacén-
trico. Ademds, se observaron cromosomas rezagados en metafase [ y anafase I y asincronia
en metafase II, y no se visualizaron nucleos espermaticos en 65% de los granos de polen,
anomalias que podrian estar asociadas a la baja fertilidad del polen (35%) detectada en esta
especie. Los granos de polen son de tipo triporado y ornamentacién muricada, con tamafio
promedio de 26,5 mm. La microsporogénesis result6 ser de tipo simultdnea.

Palabras clave: Citogenética, Cromosomas, Meiosis, Microsporogénesis, Mitosis, Titho-
nia diversifolia

ABSTRACT

With the objective of corroborating the chromosomal number, the pollen size, type
and viability, in a study of the meiosis of Tithonia diversifolia, meristematic root tips treated
with colchicine (0,05%) and young inflorescence anthers, collected from different localities
of Monagas State, Venezuela, were studied. A diploid chromosome number (2n = 34) was
found, with 16 metacentric pairs and one submetacentric pair. Lagging chromosomes in me-
taphase I and anaphase I, and asynchrony in metaphase II were observed. Spermatic nuclei
could not be seen in 65% of pollen grains. Abnormalities which may be associated with the
low pollen fertility (35%) were detected in this species. Pollen grains were of triporate type
and had muricate sculpture, with an average size of 26.5 mm. The microsporogenesis was of
the simultaneous type.

Key words: Chromosomes, Cytogenetic, Meiosis, Microsporogenesis, Mitosis, Tithonia
diversifolia
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INTRODUCCION

Tithonia Desf. ex Juss. es un género americano de la familia Asteraceae, tri-
bu Heliantheae, subtribu Helianthinae (Robinson 1981; Schilling & Panero
2002) constituido por unas 12 especies (La Duke 1982), de las cuales s6lo T.
diversifolia (Hemsl.) A.Gray y T. rotundifolia (Mill.) S.F.Blake han sido sefiala-
das para Venezuela (Badillo 2001; MBG 2006). T. diversifolia esta ampliamente
distribuida en el continente americano y ha sido introducida en Africa y Asia
(Nash 1976; Rios 1993; MBG 2006); es una especie de importancia econémica,
tanto por su utilidad como abono verde, control de malezas, forraje, uso apicola
y medicinal, como por el perjuicio que ocasiona como maleza dificil de erradicar
(George et al. 2002; Kwabiah et al. 2003; Elufioye & Agbedahunsi 2004; Owo-
yele et al. 2004).

Alcorcés (1996) estudié algunos aspectos de la citogenética de T. diversifo-
lia con la finalidad de determinar si existen relaciones con Helianthus annuus L.,
en la busqueda de posible resistencia genética a las enfermedades que han impe-
dido el éxito del cultivo de H. annuus en el estado Monagas. Observaciones de
campo han evidenciado que la propagacion de T. diversifolia ocurre principal-
mente por via asexual, mientras que la reproduccion sexual es escasa o casi nula,
esto sugiere problemas en alguna de las fases meidticas. Al estudiar el cariotipo de
esta especie se evidenciaron asimetrias intra e intercromosémicas y anomalias en
la metafase II. Con estos antecedentes se realiz6 el presente trabajo con el objeti-
vo de profundizar el conocimiento sobre la meiosis de T. diversifolia y ademas
corroborar el nimero cromosémico, tamafio, tipo y viabilidad del polen.

MATERIALES Y METODOS

Se colect6 material silvestre de Tithonia diversifolia en diferentes localida-
des de los municipios Acosta, Caripe, Piar y Maturin, estado Monagas, Venezue-
la; una parte fue procesada de acuerdo con las técnicas convencionales para
estudios fitotaxonémicos y depositada como material de referencia en el herbario
del Departamento de Agronomia de la Universidad de Oriente, Maturin (UOJ):
Larez 2374, 2378-2380, 2386, 2389-2392, 2451, 2704, y la otra se utiliz6 para
estudios citogenéticos. La mitosis se observo en meristemas radicales obtenidos
de la germinacién de aquenios completamente desarrollados y en dptimo estado
fitosanitario y la meiosis en inflorescencias en diversas fases de desarrollo.

Para realizar los recuentos cromosémicos, se estableci6 la hora mitética de
la especie, se colectaron de 10 a 20 4pices radiculares, se trataron con colchicina
0,05% m/v durante 2 h y luego con cloruro de sodio 0,03% m/v, durante 10 min,
para incrementar la frecuencia de células metafésicas con cromosomas dispersos;
luego fueron fijados en Carnoy I (3:1 etanol absoluto-acido acético glacial). Para
la preparacion de las 1aminas, los dpices fueron colocados en HCI 18% v/v durante
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10 min y luego en agua destilada por 10 min. En un portaobjetos fueron disectados,
macerados y posteriormente teflidos con orceina acética 2% m/v. Se colocé el
cubreobjetos, se realizo el aplastamiento del tejido por presién manual para sepa-
rar las células y se procedi6 a detectar células metafsicas con cromosomas dis-
persos, claramente visibles al microscopio dptico, para analizar el cariotipo de la
especie. Las imagenes carioldgicas se obtuvieron con la ayuda de un microscopio
Zeiss Axioplan M80, lo cual permiti6 seleccionar 20 células que mostraran cromo-
somas bien esparcidos, para proceder a medir la longitud de los brazos, determinar
el indice centromérico, la relacién de la longitud de los brazos y clasificarlos de
acuerdo con la nomenclatura de Levan et al. (1964).

Para el andlisis de los cromosomas meiéticos se fijaron inflorescencias
jovenes en Carnoy I (3:1 etanol absoluto-acido acético glacial) por un tiempo
minimo de 2 h hasta su procesamiento; las anteras se extrajeron con un par de
agujas muy finas, bajo un microscopio estereoscopico Cambridge Instruments
ZASL, y fueron colocadas en portaobjetos, donde se maceraron, para luego colo-
rearlas con orceina acética 2% m/v; se cubrieron con el portaobjetos, ejerciendo
presion sobre ellas para romper el tejido y observar las fases meidticas. Se eva-
luaron 150 cabezuelas procedentes de diez plantas de diferentes localidades. Para
determinar el tamafio promedio y la viabilidad de los granos de polen, se analiza-
ron 1235 y 1548 granos respectivamente. Las fotomicrografias se tomaron en un
microscopio Zeiss Axioplan M80, utilizando pelicula Kodax a color de 100 ASA.

RESULTADOS

La observacidn de los cromosomas soméaticos mostrd 2n = 34 (Fig. 1) y los
cromosomas en diacinesis n = 17 (Fig. 2a). El tamafio de los cromosomas oscila
entre 4,56 y 8,00 pm; el indice centromérico varia entre 32,56 y 44,44 y la rela-
cion de los brazos entre 1,25 y 2,07. De 17 pares de cromosomas, 16 son meta-
céntricos (m) y un par es submetacéntrico (sm), especificamente el par 14. No se
observaron constricciones secundarias en ninguno de los brazos cromosémicos.
Estos resultados permiten proponer la férmula cariotipica 32 m + 2 sm, indican-
do un cariograma simétrico por la predominancia de cromosomas metacéntricos
(Fig. 1b), de acuerdo con lo propuesto por Stebbins (1971).

El estudio del polen permitié determinar un tipo triporado y ornamentacién
muricada (Fig. 2g), con tamafio promedio de 26,5 pm. Se encontré que aproxi-
madamente 65% de los granos de polen carecian de nicleos espermaticos, indi-
cando una fertilidad de 35%.

Al estudiar el desarrollo de la microsporogénesis, se reconocieron anorma-
lidades cromosdémicas en 32% de células en metafase I y anafase I: cromosomas
rezagados (Fig. 2b, c, d), en la metafase II, 47% de las células presentaron asin-
cronia de un juego de cromosomas y cromosomas rezagados (Fig. 2e, f).
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Fig. 1. Tithonia diversifolia. a. Cariotipo. Cromosomas submetacéntricos indicados con
flecha. b. Cariograma. Cromosomas metacéntricos (m), submetacéntricos (sm).
Escala =10 pm
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Fig. 2. Division meiética y granos de polen de Tithonia diversifolia. a. Células en diaci-
nesis, donde se observan 17 bivalentes. b. Célula en metafase I con cromosomas
rezagados. c-d. Células en anafase I con cromosomas rezagados, no alineados y
puentes anafasicos. e-f. Células en metafase II, mostrando asincronias cromos6-
micas. g. Polen triporado. Escala = 10 pm

DISCUSION

El estudio cromosémico, mitdtico y meidtico permite corroborar el nimero
cromosémico reportado para Tithonia diversifolia (Goldblatt & Johnson 1991;
Alcorcés 1996). El niimero bésico de la tribu Heliantheae probablemente se corres-
ponde con x =8 6 x =9 (Solbrig et al. 1972; Stuessy 1977). De acuerdo a esta hipd-
tesis se podria suponer que el nimero base x = 17, encontrado en Tithonia
diversifolia, posiblemente es el resultado de poliploidia y sucesivas reducciones
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mediante aneuploidia como indicio evolutivo de la tribu (Stuessy 1977). Igualmen-
te la alta frecuencia de cromosomas bivalentes observados en esta especie podria
soportar la idea de un posible anfidiploide, derivado por hibridacién de dos taxones
diploides, con posterior duplicacién del nimero cromosémico, situacién que tam-
bién ha sido observada en algunas especies del género Moricandia DC. (Brassica-
ceae) (Valdéz-Bermejo 1970; Sobrino 1978). Smith (1975) y Robinson ez al. (1981)
sugieren que los nimeros x = 17-19 son los mds primitivos de la tribu y conside-
ran derivados los nimeros mas bajos. Esta tltima propuesta parece mds factible,
si se toman en consideracion otras caracteristicas observadas en este estudio como
son el cariotipo simétrico y el polen triporado, que segtin Stebbins (1971) y Fur-
ness et al. (2004) apuntan hacia primitivismo.

El bajo porcentaje de germinacién (20%) de los aquenios colectados en las
diferentes localidades, puede ser atribuido al alto porcentaje de polen estéril
(65%) carente de niicleos espermaticos (Alcorcés 1996). Esto consecuentemente
estaria asociado a la baja reproduccion sexual que presenta T. diversifolia. Se ha
observado que en algunas especies de dicotiledoneas los dos niicleos resultantes
de la primera divisién meidtica entran asincrénicamente en la segunda (Gonzalez
et al. 2001), lo cual podria resultar en esterilidad masculina, anomalia que también
la han relacionado con la orientacién del huso, cromosomas rezagados y puentes
anafésicos que afectan la conformacién de las tétradas (Mendes-Bonato et al.
2002). Imery & Cequea (2002), estudiando la microsporogénesis de Aloe vera,
encontraron baja viabilidad del polen (39,3 £ 10,54%), relacionandola con hallaz-
gos tales como: quiasmas persistentes entre homélogos grandes y desplazamien-
to precoz de cromosomas pequefios, presencia de puentes dicéntricos solitarios o
acompaiiados de fragmentos acéntricos en la meiosis I, asi como también la pre-
sencia ocasional de puentes y fragmentos, ademas de microsporas adicionales, en
la meiosis II; las causas de tales irregularidades las atribuyen a rupturas cromoso-
micas, errores entre cruzamientos e inversiones paracéntricas heterocigéticas
entre homologos de mayor tamafio. Del mismo modo, Ruvalcaba & Rodriguez
(2002) determinaron alto porcentaje de polen estéril en la especie Agave tequilana
F.A.C.Weber var. azul, como consecuencia de aberraciones cromosdmicas (Cromo-
somas rezagados y asincronia cromosémica).

Las razones de la esterilidad del polen en Tithonia también podrian conver-
ger en las irregularidades observadas en su divisién meiética. La presencia de
cromosomas rezagados en la anafase I puede deberse a la falta de tensién que las
enzimas sensitivas del cinetocoro ejercen sobre las fuerzas del huso, evitando asi
el arrastre de los cromosomas hacia los polos, o a que al menos uno de los cro-
mosomas esté desalineado, generando sefiales negativas que la célula identifica
(Taylor et al. 2004). Estas caracteristicas también han sido detectadas durante las
divisiones meidticas de las especies Boronia heterophylla FMuell., Passiflora
edmundoi Sacco, Brachiaria decumbens Stapf y del hibrido Rhizophora x selala
Salvoza (Andrada et al. 1998; Mendes-Bonato et al. 2002; Prakash 2002; Ruval-
caba & Rodriguez 2002; De Souza et al. 2003; Shan ez al. 2003).
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Este estudio corrobora la necesidad de determinar el tipo de microsporogé-
nesis en cada especie en particular, en lugar de deducirla de la configuracién de
las tétradas. En el sentido estricto, la microsporogénesis simultdnea es aquella
que ocurre cuando la meiosis II sigue inmediatamente a la meiosis I, sin la for-
macién de una placa celular efimera, caracter que ha mostrado ser un indicador
aceptable del tipo de microsporogénesis para las monocotiledéneas, pero no para
las dicotiled6neas (Gonzélez et al. 2001). Entre las monocotiled6neas predomi-
na la citocinesis sucesiva, mientras que en las dicotiledéneas ocurren ambos tipos
(Furness & Rudall 1999; Gonzalez et al. 2001; Furness et al. 2002; Mendes-
Bonato et al. 2003).
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