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> Resumen — Andrada, Aldo R.; Valeria de los A. Paez. 2014. “Estudios meiodticos y
viabilidad del polen de tres especies de Tibouchina (Melastomataceae)”. Lilloa 51 (2). El gé-
nero Tibouchina, perteneciente a la familia Melastomataceae, contiene alrededor de 350
especies descriptas. La informacion citogenética que se dispone del género esta relacionada
con recuentos cromosdmicos de tan sdélo el 10% de ellas. Se han propuesto varios nimeros
cromosomicos por los que se sugiere, el nimero basico mas probable x = 9, aunque no se
descartan x = 7 y x = 12. En este trabajo se realizé el analisis citolégico de tres especies
del género Tibouchina: T. alpestris, T. paratropica y T. longifolia. Se analizé el complemento
cromos6mico, comportamiento durante la divisibn meiética de las células madres de polen y
la estimacion de la viabilidad del producto meidtico. El analisis realizado mediante técnicas
citogenéticas convencionales determiné que T. alpestris es un diploide con n = 9, en tanto T
paratropica y T. longifolia son tetraploides con n = 18. La viabilidad de los granos de polen
fue superior al 90% en las especies estudiadas.

Palabras clave: Cromosomas; meiosis; poliploidia; Tibouchina alpestris; T. longifolia; T.
paratropica.

» Abstract — Andrada, Aldo R.; Valeria de los A. Paez. 2014. “Meiotic studies and
pollen viability in three species of Tibouchina (Melastomataceae)”. Lilloa 51 (2). The genus of
the Melastomataceae family Tibouchina contains about 350 described species. The available
cytogenetic information in this genus is related to chromosome counts in only 10% of its
species. Several chromosome numbers have been proposed, with a probable basic number of
x = 9, although x = 7 and x =12 cannot be ruled out. In this study a cytological analysis of
three species of Tibouchina was made: T. alpestris, T. longifolia and T. paratropica. The chro-
mosome complement, meiotic behavior during division of pollen mother cells and the estima-
tion of the viability of the meiotic products were analyzed. The analysis performed by conven-
tional cytogenetic techniques determined that 7. alpestris is a diploid with n = 9, while T.
paratropica and T. longifolia are tetraploids with n = 18. In the studied species the pollen
viability was upper to 90%.

Keywords: Chromosomes; meiosis; polyploidy; Tibouchina alpestris; T. longifolia;, T. parat-
ropica.

Los antecedentes ubican al género Ti-
bouchina con taxones de importancia econé-

INTRODUCCION

El género Tibouchina Aubl., perteneciente
a la familia Melastomataceae comprende
alrededor de 350 especies de hierbas y arbus-
tos, con amplia distribucién desde México y
las Antillas con limite sur en el norte de Ar-
gentina y Paraguay. La concentracién mas
importante del género esta en Brasil, por lo
que algunos autores plantean como el origen
de su dispersién (Almeda y Chuang, 1992;
Peralta, 2002).
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mica por su uso como plantas ornamentales
(Roberts et al., 1990; Abdullah et al., 1998;
Infante-Betancour et al., 2008). Por otra par-
te se cuenta con informacién de las propie-
dades antimicrobianas de los compuestos
presentes en los extractos de Tibouchina
(Dos Santos et al., 2012).

El género Tibouchina estuvo representa-
do en la flora Argentina por cinco especies T.
debilis (Cham.) Cogn., T. gracilis (Humb. &
Bonpl.) Cogn., T. herbacea (DC.) Cogn., T.
nitida (Graham) Cogn. y T. paratropica (Gri-
seb.) Cogn. (Ulloa Ulloa, 1999). Posterior-



132

mente, Peralta (2002) cité dos nuevas espe-
cies (T. alpestris Cogn. y T longipilosa
Cogn.) lo que mas tarde ratifica Ulloa Ulloa
(2008). En la provincia de Tucuman se ad-
mite la presencia de T. longifolia (Vahl) Bai-
1., no citada para Argentina, elevando a
ocho el numero de especies en la region, to-
das ellas nativas (Slanis et al., 2010).

Los escasos antecedentes citogenéticos del
género Tibouchina, permiten conocer algunos
numeros cromosémicos haploides comon =
18 para T. geitneriana (Schl.) Cogn, T. ciliaris
(Vent.) Cogn. y T. laxa (Desr.) Cogn.;n = 9
para T. hintonii Gleason y T. longifolia, tam-
bién para T. kingii Wuardack con n = 27. Los
recuentos cromosémicos distinguen una serie
poliploide en el género, donde se establece el
numero basico mas probable x = 9y en el ni-
vel de ploidia, el tetraploide es el mas comun
entre las especies estudiadas (Solt y Wurdack,
1980; Almeda y Chuang, 1992). Asimismo, al
identificar T pumila conx = 7 yn = 28 para
T semidecandrayn = 12 en T. gracilis, se su-
giere la posibilidad de otros ntimeros basicos
parael género, x = 7yx = 12 (Moleroet al.,
2006). No obstante se han citado en el género
n = 7,10, 11y 12, en Tibouchina lepidota
(Bonpl.) Baill. n = ca. 122 y T urvilleana
(DC.) Cogn. 2n = 56. De hecho la poliploidia
y las disploidias son los eventos que habrian
caracterizado al género (Almeda y Chuang,
1992).

No se registran antecedentes de recuentos
cromosomicos u otra informacién citologica
para especimenes del género Tibouchina co-
lectados en Argentina. Por ello se analizaron
citogenéticamente T alpestris, T. longifolia y
T paratropica colectadas en el Noroeste ar-
gentino (NOA) (Fig. 1A-C). En este estudio
se establecen el niumero cromosémico y el
comportamiento de los cromosomas durante
la meiosis, y se estima la viabilidad de los
granos de polen en las tres especies.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares utilizados en este trabajo
fueron recolectados de poblaciones naturales
de la provincia de Tucuman, Argentina (Fig.
1A, B y C). Los ejemplares fueron deposita-
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Fig. 1. A) Tibouchina alpestris. B) T longifo-
lia. C) T paratropica.

dos en el herbario LIL con la siguiente iden-
tificacién:

Tibouchina alpestris: ARGENTINA. Prov.
Tucuman, Dpto. Monteros, 27° 03’ 328" S
65° 40’ 221" W 1046 m, I1X-2010, Tracanna
M. (LIL 611033).
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Tabla 1. Comparaciéon entre las poblaciones de Tibouchina estudiadas indicando: distribucién,
caracteristicas principales y lugar de recoleccién de cada taxén.

Especie Status Distribucion _Presencia Lugar de Altitud Habito y
en Argentina recoleccion  m.s.n.m. | color de flor
T alpestris Nativa Argentina, Jujuy, Salta y Quebrada de 1046 Arbusto o
Bolivia. Tucuman. los Sosa, subarbusto,
Dpto. flores
Monteros lilaceas
S 27°03
328”7
W B65°40°
221"
T longifolia Nativa Argentina, Tucuman. | Quebrada de 857 Arbusto o
Bélice, Brasil, los Sosa, subarbusto,
Colombia, Dpto. flores
Costa Rica, Monteros blancas
Ecuador, El S 27°04°
Salvador, 117”7
Guatemala, W 65°39’
Guayana, 837"
Honduras,
Islas del
Caribe,
Meéxico,
Nicaragua,
Panama,
Perua y
Venezuela.
T. paratropica Nativa Argentina, Catamarca, | Quebrada de 466 Subarbusto,
Bolivia, Chaco, los Sosa, flores blanco-
Brasil. Cordoba, Dpto. rosadas.
Jujuy, Monteros
Misiones, S 27°58°
Salta, 582"
Tucuman. W 65°39
718"

T. longifolia: ARGENTINA. Prov. Tucu-
man, Dpto. Monteros, 27° 04’ 117" S

65° 39’ 837" W, 857 m, IX-2010, Tracan-
na M. (LIL 611034).

T. paratropica: ARGENTINA. Prov. Tucu-
man, Dpto. Monteros 27° 58°.582" S

65° 39’ 718" W, 466 m, I1X-2010, Tracan-
na M. (LIL 611035).

En la tabla 1 se resefian las caracteristi-
cas morfoldgicas, distribucién y habito de
las tres especies.

El analisis meidtico se realizo a partir de
botones florales fijados en la mezcla alcohol
etilico-acido acético (3:1) durante 24 hs. y

se conservo en alcohol etilico 70% a -4 °C
hasta su tratamiento. Para la obtencién de
las preparaciones microscépicas transitorias
se hidrolizaron los botones florales con HCL
1 N por 20 minutos a 60 °C. En la coloracién
y montaje se empleé hematoxilina propiéni-
ca 2%. La viabilidad de los granos de polen
se determiné mediante soluciéon de Miin-
tzing: glicerina-carmin acético 45% en pro-
porciones 1:1.

Se analizaron todas las etapas de la
meiosis de 500 células madre de polen
(CMP), 500 microsporas y 1000 granos de
polen para cada taxon estudiado.
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Las microfotografias se tomaron con una
camara digital Moticam 1000 (1,3 MP) co-
nectada a un microscopio Nikon Eclipse
E200.

RESULTADOS

Tibouchina alpestris
El nimero gametofitico que exhibié fue
n= 9. Los estudios meiéticos pusieron en
evidencia diacinesis con 9 II (bivalentes), los
que se disponen conformando bivalentes en
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anillo y en bastén. Asimismo, pueden adqui-
rir tincién no homogénea luego de ser colo-
reados con hematoxilina (Fig. 2 A). En CMP
se observaron irregularidades en muy baja
frecuencia (3%). En ocasiones los cromoso-
mas homodlogos no aparearon y para el caso
la diacinesis mostré 8II + 2I (univalentes).
Por otra parte en diacinesis, prometafase y
metafase I se encontrd a los cromosomas
homologos asociados secundariamente en
grupos dispuestos de 3, 4 o 5 bivalentes
(Fig. 2 B). Las asociaciones secundarias es-
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Fig. 2. Tibouchina alpestris. A) Diacinesis con 9ll. B) Prometafase con asociaciones secun-
darias de cromosomas. C) Ml con asociaciones de bivalente lado a lado y asociaciones telo-
méricas, estas Ultimas se indican con flechas. D) Ml la flecha marca la segregaciéon precoz
de un cromosoma. E) Al con cromosomas rezagados. F) Al con asociaciones secundarias. G)
Ménada. H) Diada. I) Grano de polen viable (coloreado) y estéril (sin color). Escala = 10 pm.
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tablecidas por los bivalentes fueron de dos
tipos lado a lado y teloméricas (Fig. 2 C).
Durante la 1° etapa de la meiosis, se regis-
traron en las CMP segregacién precoz de un
cromosoma en metafase I (MI) (Fig. 2 D); en
anafase (AI) puede presentarse 1 o 2 cromo-
somas rezagados (Fig. 2 E) y permanencia de
las asociaciones cromosémicas secundarias
(Fig. 2 F). No se observaron errores citoldgi-
cos durante la segunda etapa de la meiosis.
De las microsporas analizadas el 5% forma-
ron monadas (Fig. 2 G), diadas (Fig. 2 H) o
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triadas. Los ensayos de viabilidad determina-
ron coloracion positiva viable en 99,4% de
los granos de polen. El diametro de los gra-
nos de polen viables, regulares de 25,1 um
fue algo mas grande que los granos de polen
inviables de aspecto vacio, cuyo diametro
estimado fue de 21,9 um (Fig. 21).

Tibouchina longifolia
Exhibié el numero gametofiticon = 18.
La diacinesis regular observada revel 18 II
(Fig. 3 A). No obstante el 9% de las CMP

Fig. 3. Tibouchina longifolia. A) Diacinesis con 18Ill. B-C) Ml con segregacién precoz. D-E)
Al: puentes de cromatina (flechas), cromosomas rezagados y fragmentos cromosémicos (pun-
ta de flecha). F) Tl la flecha indica un microntcleo. G) Diada. H) Grano de polen viable y
estéril. 1) Grano de polen de mayor tamafio que los normales (jumbo). Escala = 10 pm.
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presentaron ciertas desviaciones en las eta-
pas I y II de la meiosis. Dos bivalentes se
asocian secundariamente de manera telomé-
rica en diacinesis. En MI y MII mostraron
las asociaciones secundarias y en ocasiones
segregacién precoz de un cromosoma (Figs.
3 By 3 C). También la Al exhibi6 fuertes
asociaciones secundarias ademas de cromo-
somas rezagados, puentes cromatinicos y
fragmentos cromosomicos (Figs. 3Dy 3 E) y
telofase I (TT) con dos nucleos grandes y uno
pequeiio (Fig. 3 F). El 12% de las microspo-
ras formaron diadas y triadas (Fig. 3 G). La
estimacién de la viabilidad de los granos de
polen fue alta, con un valor del 98,6%. Los
granos de polen estériles, no coloreados, se
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distinguieron comprimidos y con un diame-
tro promedio de 13,3 um (Fig. 3 H). Entre
los granos de polen viables, el 1 % exhibid
claramente mayor tamaiio (20,5 um de dia-
metro), que los granos regulares, cuyo dia-
metro promedio fue de 16,7 um (Fig. 3 I).

Tibouchina paratropica

Para este especie se establecié el numero
gametofitico n=18. La diacinesis exhibi6
18II con asociaciones cromosomicas de dos,
y de tres bivalentes (Fig. 4 A). La frecuencia
de irregularidades detectadas en las etapas
posteriores a la diacinesis fue muy baja
(1,5%). Las MI y MII presentaron segrega-

F

Fig. 4. Tibouchina paratropica. A) Diacinesis con 18ll, las
flechas indican asociaciones cromosémicas. B) Ml con cro-
mosoma fuera de la placa ecuatorial. C) TIl con micronu-
cleos; D) Tll con puente de cromatina. E) Monada. F) Dia-
da. G) Grano de polen viable y estéril. Escala = 10 pm.
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cion precoz de uno o dos cromosomas (Fig.
4 B), ademas de cromosomas rezagados,
puentes cromatinicos en Al y II, TII con cro-
mosomas aislados conformando micronu-
cleos (Fig. 4 C), con observacion ocasional
de puentes de cromatina (Fig. 4 D). Se desta-
can asimismo asincronias durante el desa-
rrollo de las divisiones II. En 7% de las mi-
crosporas analizadas se observaron moénadas
y diadas (Figs. 4 E y 4 F). El porcentaje de
viabilidad de los granos de polen fue del
99.9%, mientras que el didametro promedio
de los granos de polen viables, regulares fue
de 22.4 um y de 19.9 um el de los inviables
(Fig. 4 G). En la tabla 2 se destacan las con-
clusiones citogenéticas mas importantes.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El género Tibouchina incluye 350 espe-
cies, pero solo se conocen recuentos cromoso-
micos de tan sélo 35 de ellas, relacién numé-
rica que sefiala la escasez de informacién ci-
togenética en el género hasta el presente. Sin
embargo estos recuentos son suficientemente
significativos para que algunos autores sugie-
ran X = 9 como numero basico en la serie
poliploide (Solt y Wurdack, 1980; Almeday
Chuang, 1992). Esta hipotesis esta apoyada
por la frecuencia de féormulas cariotipicas
derivadas de multiplos del numero propuesto.
Molero et al. (2006) apoyan a estos autores en
base a la informacién que se dispone de los

Tabla 2. Comparacion entre las poblaciones de Tibouchina estudiadas, indicando las caracte-

risticas citogenéticas mas importantes.

Especies T. alpestris T. longifolia T. paratropica
Numero gametofitico 9 18 18
DIVISION |
Asociaciones cromos6micas X X X
secundarias
Cromosomas rezagados X X
Segregacion precoz X X X
Puentes de cromatina X X
Fragmentos cromosémicos X
DIVISION I
Asociaciones cromos6micas X
Cromosomas rezagados X X
Puentes de cromatina X
Formacién de monadas X X X
Formacién de diadas X X X
Formacién de triadas X X
Porcentaje de viabilidad 99.4 98.6 99.9
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numeros cromosomicos de las pocas especies
estudiadas. Al mismo tiempo proponen para
Tibouchina dos ntimeros basicos adicionales:
x = 7 (por T. pumila, conn = 7, T. semide-
candran = 28 y T urvilleana 2n = 56) y x =
12 (por T. gracilis, conn = 12).

Los taxones con 2n = 36 pertenecientes al
género podrian haber derivado de dos nume-
ros basicos: x = 9 y x = 12. Se sugiere
como el origen mas probable la tetraploidia
a partir del numero basico x = 9 (como en
el caso de T. longifolia), dado que los taxo-
nes tetraploides son los poliploides naturales
que se consideran mas exitosos (deWet,
1980).

La poblacion de T. longifolia analizada
corresponde a un nuevo citotipo tetraploide
2n = 4x = 36, mientras que T alpestris es
un diploide 2n = 2x = 18 y T. paratropica
un tetraploide 2n = 4x = 36.

Las especies del género Tibouchina distri-
buidas en territorio argentino carecian de
recuentos cromosomicos. Los nimeros ha-
ploidesn = 9yn = 18 para T. alpestrisy T.
paratropica respectivamente, son los prime-
ros que se dan a conocer para estos taxones.
Tibouchina longifolia cuenta con estudios
citogenéticos en material proveniente de Cos-
ta Rica y México (Solt y Wurdack, 1980) por
lo que se propone el numero gametofitico n
= 9, lo que de hecho, no se corresponde con
nuestros resultados de n = 18, sugiriendo
que la poblacion estudiada es un poliploide
(tetraploide).

La variacién en los numeros cromosomi-
cos podria explicarse por la ocurrencia de
dos mecanismo de evolucién cromosémica
como la poliploidia intragenérica y la dis-
ploidia o bien la combinacién de ambos.
Las disploidias son cambios cromosémicos
(fusiones o fisiones cromos6micas) que mo-
difican las series poliploides por los cuales se
alteran los numeros cromosémicos y su
morfologia. Estos mecanismos son los res-
ponsables de la aparicién de series poliploi-
des modificadas. Estos fenémenos permiten
cambios en la organizacién del complemen-
to cromosémico sin alterar el contenido gé-
nico ni el tamano del genoma durante la
evolucion.
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Los tres taxones analizados ponen de
manifiesto irregularidades en ambas divisio-
nes meidticas que podria afectar la segrega-
cion regular de los cromosomas y desarro-
llar gametas genéticamente desbalanceadas.
La segregacion de los cromosomas puede no
ser regular por la falta de orientacién de los
rezagados o la no inclusion en los polos nu-
cleares. Ello permitiria formacién de micro-
nucleos y granos de polen de escaso diame-
tro como los observados en T. alpestris y T.
longifolia. Por otra parte, la presencia de los
puentes de cromatina entre los grupos cro-
mosémicos durante la segregacién que se
presentan en Al de T. longifolia, podria impe-
dir la formacion normal del fragmoplasto
con las consecuencias esperadas de apari-
cion de diadas y triadas. Esta situacion con-
duce al desarrollo de granos de polen de
mayor tamano. La presencia de estos granos
de polen no reducidos, denominados tam-
bién granos jumbo, esta estrechamente rela-
cionada con la poliploidia en las plantas
(deWet, 1980). No obstante las irregularida-
des en frecuencia baja en las poblaciones de
T longifolia y T. paratropica, el comporta-
miento de los cromosomas hace presumir la
naturaleza autopoliploide de estas especies.

Por otra parte, la observacién de las aso-
ciaciones cromosémicas secundarias mas
acentuadas en T. alpestris (en grupos con
mayor numero de cromosomas involucra-
dos) y las de T. longifolia y T paratropica en
grupos de cromosomas de tan solo dos o tres
bivalentes, expone la probable naturaleza
del origen de estas especies por poliploidia
secundaria o diploidizacién citolégica du-
rante el curso de la evolucién con tendencia
a un comportamiento meiodtico diploide
(Mukherjee y Datta, 2006; Kumar y Singhal,
2013). Esto se correlaciona con lo citado
por Lewis (1980) quien propone a la poli-
ploidia secundaria como uno de los procesos
que actuaron durante el desarrollo evolutivo
de las Melastomataceae.

La observacién de las asociaciones cro-
mosomicas secundarias en muchas especies
de plantas, se justifica hace varias décadas
con diversas hipétesis (Stebbins, 1950; Dar-
lington, 1965). Brown (1950) sostiene que
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ellas surgen por efectos de técnica al reali-
zar las preparaciones microscopicas, mien-
tras que Hirayoshi (1957) las considera pro-
ducto de reacciones fisico quimicas de la
cromatina, mas que asociaciones por homo-
logias entre los bivalentes del complemento
cromosOmico. Jelenkovic (1980) propone
que el modo de organizacién de las regiones
heterocromaticas del genoma es responsable
de la asociacion de segmentos cromosémi-
cos no homodlogos. De este modo, los cromo-
somas que poseen grandes regiones hetero-
cromaticas cercanas a los telémeros, pueden
asociarse extremo con extremo, mientras
que los cromosomas con heterocromatina
distribuida uniformemente a lo largo del
cromosoma tienden a asociarse lado a lado.
Como estos tipos de asociaciones se observa-
ron en lineas vegetales haploides, Jelenkovic
plantea que la presencia de las asociaciones
cromosémicas secundarias es una manifes-
tacion de la naturaleza poliploide de estos
géneros. Fl hecho que ellas puedan alterarse
por rearreglos cromosémicos posteriores las
convierte en una manifestacién modificable
durante el curso de la evolucion, aunque no
se puede desconocer que es una informacion
valiosa para tener en cuenta al proponer hi-
potesis que revelen la evolucion del género
(Bhattcharya y Datta, 2010).

Las asociaciones secundarias y el compor-
tamiento del complemento cromosémico
durante el desarrollo de la meiosis conducen
a la formacion de granos de polen con la
fertilidad sensiblemente disminuida (Kumar
y Chaudhary, 2014). Este no es el caso para
las especies de Tibouchina estudiadas, ya
que los granos de polen se presentan colo-
reados positivamente con alta viabilidad,
superior al 90%.

Todos los datos aportados en este trabajo
representan una contribucién al conocimien-
to citogenético de especies que no han sido
estudiadas en Argentina y para el género ya
que existen recuentos solamente para el 10%
de las especies. Por otra parte se describe un
numero gametofitico para T. longifolia dife-
rente al citado por otros autores.
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