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RESUMEN

El analisis citogenético de las plantas de Eclipta alba, Pluchea carolinensis y Wedelia
fruticosa colectadas en Cumand, Estado Sucre y sus alrededores, se realizd mediante
el método de aplastamiento, coloreando los cromosomas mitoticos y meioticos con
orceina FLP al 1,5%, con el objetivo de determinar las caracteristicas morfologicas de
los cromosomas mitoticos tales como: la longitud del brazo corto y largo, longitud
total y numero de cromosomas de las especies en estudio, utilizando 25 células
mitoticas obtenidas de los apices radicales. También fueron seleccionados 30
meiocitos de los primordios florales para el analisis de la meiosis | y Il. E. alba
presentd un complemento cromosomico de 2n = 22 constituido por 7 pares de
cromosomas de region media (m) y 4 pares de regiéon submedia (sm). P. carolinensis
presentd un complemento cromosomico de 2n = 20 constituido por 8 pares de
cromosomas de region media (m) y 2 pares de region submedia (sm). W. fruticosa
presentd un complemento cromosomico de 2n = 26 constituido por 6 pares de
cromosomas de region media (m) y 7 pares de region submedia (sm). La longitud
total de los cromosomas mitdticos de estas especies oscilo entre 0,9 um y 3 um. P.
carolinensis y W. fruticosa mostraron células madres del polen con una serie de
configuraciones meioticas anormales, tales como: cromosomas retrasados en anafase
I, rompimientos de puentes dicéntricos en anafase y telofase Il; estado de tétrada
con 2, 4 y 5 microsporas, las cuales causaron un reduccion de la fertilidad de un
100% a 52,20% en P. carolinensis y 89,54% en W. fruticosa. La presencia de estas
configuraciones cromosomicas anormales en estas especies pueden ser debidas
probablemente a una inversion paracéntrica y pequefias translocaciones. Los
bivalentes presentaron uno Yy dos quiasmas y se ajustaron desde el punto de vista
estadistico al método de apareamiento normal de los cromosomas en paquiteno y a la
distribucion no aleatoria de los quiasmas. La presencia de estas anormalidades
permiten sugerir que los cambios principales que han ocurrido en la evolucion de
estas especies a través del tiempo, han sido las inversiones paracéntricas y pequefias
translocaciones.
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INTRODUCCION

La familia Asteraceae agrupa a hierbas anuales o perennes, arbustos o pequefios
arboles, trepadoras y plantas acudticas con una amplia distribucion en Europa,
America del Norte, México, Antillas y América del Sur. Los generos pertenecientes a
esta familia se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones tropicales y
subtropicales de Sur América. A nivel mundial, se han reportado, hasta ahora, 1 535
géneros con 25 000 especies aproximadamente, de los cuales, 210 géneros y 760
especies se encuentran en la Guayana Venezolana, con 98 especies endémicas
(Pruski, 1991).

La mayoria de las especies de esta familia poseen un extraordinario valor
econdémico por presentar, entre otros aspectos, semillas utilizadas para la fabricacion
de aceite, Helianthus annuus (girasol), ademas flores de gran belleza y de vistosos
colores, entre las cuales cabe mencionar: Dahalias sp. (dalia), Chrysanthemum
horforum (crisantemo), Hlichrysum bractetum (boton de oro), Senecio confusus
(jalisco), Bellis perennis (margarita), asi como sustancias organicas, Synedrella
nodiflora (deshinchadora o colmillo de puerco), Vernonia cinerea (palotal), Ambrosia
cumanensis (artemisa), Tithonia diversifolia (arnica) (Aristeguieta, 1964; Lindorf et
al., 1981).

Las plantas de la familia Asteraceae, por lo general, presentan flores pequefas,
hermafroditas, unisexuales o neutras, agrupadas fuertemente en inflorescencias
especiales denominadas capitulos o cabezuelas; hojas alternas u opuestas (raras veces
verticiladas), simples o varias veces divididas, con estipulas ausentes, el fruto es un

aquenio, coronado por lo general por el caliz persistente (papus) (Aristeguieta, 1964).



Esta familia ha sido objeto de diversos estudios taxondmicos y anatdmicos,
debido a la gran similitud y distribucion que poseen las especies. Ademas, los analisis
fotoquimicos han demostrado una gran fuente de productos naturales con
propiedades bioldgicas (Crescente et al., 1992; Marcano, 2003; Petera et al., 2006;
Brito et al., 2006).

Los estudios citogenéticas realizados en la familia han indicado un
numero basico de cromosomas que variade x =2 y X = 72. Los tipos de
cromosomas observados son monocéntricos: metacéntricos (M y m), también
denominados cromosomas de punto medio y region media, submetacéntricos (sm) o
cromosomas de region submedia y telocéntricos que son cromosomas que presenta
su centromero en la region terminal (ty T), cuyo tamafio oscila entre 1um vy
10um. Ademas, los andlisis citogenéticos se han utilizado para determinar las
configuraciones meioticas que han sido aplicados a los estudios de taxonomia y
sistematica, con el fin de encontrar diferencias entre especies muy relacionadas a
través del analisis de los hibridos o de ubicacion taxonomica dudosa, asi como
determinar los cambios principales que han ocurrido en la evolucién de las mismas
(Stebbins et al., 1953; Cequea, 1985; Dematteis y Fernandez, 1998; Otero, 2002).

El cariotipo es el aspecto morfolégico del complemento cromosémico
observado en la metafase de la mitosis, el cual puede ser constante para los individuos
de la misma especie. Sin embargo, varia en los individuos de especies diferentes de
un mismo género dependiendo del numero y tamafio de los cromosomas, actividad
céntrica, proporcion de los brazos, posicion de las constricciones secundarias y
satélites y cantidad total de ADN; tales cambios son debidos a la asimetria de los
cariotipos que pueden ser causados por las aberraciones cromosomicas, tales como:
deficiencias, duplicaciones, inversiones, translocaciones y aneuploidia, las cuales se

detectan a través de los andlisis de los cromosomas mitéticos y meidticos (Gupta,



1969; Jackson, 1971; Kulshreshtha y Gupta, 1979; Cequea, 1985; Otero, 2002;
Cequea et al., 2003, 2006).

En los heterocigotos, las inversiones y translocaciones son eventos importantes
en el proceso de la meiosis, porque disminuyen tanto la frecuencia de recombinantes
como la fertilidad de los organismos, debido a la formacion de productos meidticos
con deficiencias o duplicaciones de genes. Las inversiones han demostrado que son
causantes de esterilidad en las plantas, porque producen gametos genéticamente
anormales. En tal sentido, el grado de esterilidad depende del nimero de crométidas
que intervienen y del sitio de ocurrencia de la recombinacion entre un segmento
normal y uno invertido de cromosoma dentro o fuera del asa de inversion. Al igual
que las inversiones, las translocaciones tienen un efecto mas pronunciado en la
esterilidad de las plantas, porque originan gametos inviables con duplicacion y
deficiencia de genes en los cromosomas como también la formacién de multivalentes
en la profase I de la meiosis produciendo gametos con n+1 y n-1 cromosomas (Ayala
y Kiger, 1980; Russell, 1990; Griffiths et al., 1999).

Durante la inversién, el cromosoma se rompe en dos sitios diferentes y el
segmento resultante involucrado en el evento se une nuevamente en los sitios
anteriores, pero de una forma invertida, provocando cambios de la secuencia de

los genes en el cromosoma (Griffiths et al., 1999).

El cariograma nos permite verificar el ndmero, tipo y tamafio de los
cromosomas, ademas suministra informacion de los posibles cambios que han
ocurrido en uno o varios cromosomas a través de bandeo de cromosomas en una
especie en particular, o0 en un grupo de especies relacionadas genéticamente,

pertenecientes a un mismo género (Sevillano et al., 1997).



Los cromosomas son estructuras alargadas formados por ADN y proteinas, en
donde los organismos poseen almacenada su informacion genética, los cuales se
colorean uniformemente durante su fase mitotica y meidtica con colorantes nucleares
como la orceina, la fucsina basica y el carmin. Uno de los métodos mas comunes para
el estudio de los cromosomas metafésicos, consiste en someter a los tejidos en
constante division mitética a una solucion de colchicina para desprender las fibras del
uso mitético y poder obtener la separacion individual de los mismos (Stebbins, 1971,
Hienz, 1975; Lindorf et al., 1981; Avers, 1991).

El anélisis del cariotipo en las especies de un mismo género y sus hibridos
permiten conocer los posibles cambios que han ocurrido durante la evolucion de los
cromosomas en las especies involucradas, como pudo observarse en los cariotipos de
Machaeranthera tagetina, M. tanacetifolia, M. aquifolia, M. viscida y sus hibridos M.
tagetina x M. aquifolia, M. tanacetifolia x M. aquifolia y M. viscida x M. aquifolia
de la familia Asteraceae, los cuales mostraron un considerable grado de homologia
entre los cromosomas y ademas los hibridos fueron fenotipicamente intermedios entre
las especies; por otro lado, los cambios morfoldgicos que presentaron las especies
estuvo relacionado con cambios similares en el cariotipo (Cequea, 1985).

El estudio del cariotipo en la familia Asteraceae ha sido una herramienta
valiosa en la diferenciacidon de especies que presentan caracteristicas muy similares
en la flor, cali, corola, androceo y gineceo, asi como también en el tipo, nUmero y
tamafno de los cromosomas como se evidencia en Ornithogalum tevifilium, O.
kochiide y en las especies pertenecientes al género Medicago que presentan
cromosomas metacentricos caracteristicos de cariotipos simétricos (Azzioui et al.,
1990; Falistocco y Falcinelli, 1993).

Tomando en cuenta el tipo y tamafio de los cromosomas se ha logrado

demostrar la similitud en los cariotipos de Sternbergia lutea y S. simula en donde



el primer par es metacéntrico con una proporcion de los brazos de 1,23 um y 1,18
pm. Sin embargo, en S. simula, el segundo par de cromosomas es submetacéntrico
con un promedio de los brazos de 2,28 ym y 2,81 um, siendo los demas
subtelocéntricos y acrocéntricos (Yuzbasioglu y Duman, 1997), asi como se observo
también en Tridax procumbens, Vernonia cinerea y Sinedrella nodiflora donde el
tamafio de sus cromosomas oscildo entre 0,70 um y 7,50 pum, respectivamente,
corroborandose que estas caracteristicas observadas en estas especies pueden ser

utilizadas para diferenciarlas geneticamente (Otero, 2002).

Asi como el tipo y tamafio de los cromosomas son imprescindibles en el estudio
de cariotipo también debe ser tomado en cuenta el nUmero, porque a traves de esta
caracteristica podemos conocer los cambios principales que han ocurrido en la
evolucion de un grupo de especies como se demostrd en 190 conteos realizados a la
tribu Heliantheae para los géneros Adenothamnus, Chysogonum, Enceliopsis,
Guardiole, Isocarpha, Lipochaeta, Otopappus y Ogedea, donde Adenothamnus
presentd un numero bajo de cromosomas en relacion con los demas, asi como
también una serie de aneuploidias en Chysogonum. En Enceliopsis se corroboro el
namero basico de cromosomas con un rango de 8 a 12, el cual habia sido reportado

previamente en esta tribu (Solbrig et al., 1972).

En otros estudios de cariotipo del género Vernonia en Sur America, Vernonia
cinta y V. scorpoides difieren en el nUmero cromosoémico, asi como en la formula
cariotipica; en donde V. Scorpoides presentd 2n = 66 y V. cinta 2n = 60 (Ruas et al.,
1991; Dematteis y Robinson, 1997; Dematteis, 1998). Por otro lado, en el anélisis
cromosomico de Microphylla chaentanthera se evidencid la presencia de un
cromosoma asimétrico y un complemento haploide de 8mt + 4st, siendo el coeficiente
de longitud entre el igual mas largo y el corto (R) de 2,15 (Baeza y Schrades, 2005).
Estos hallazgos demuestran la gran variacion desde el punto de vista citogenético en

las especies de esta familia.



En Sur-America, especificamente en Venezuela, los géneros de la familia
Asteraceae se encuentran representados por numerosas especies que presentan entre
otros aspectos caracteristicas comunes en la flor, hojas, fruto, por lo que se hace
necesario un estudio citogenético que ayude a la separacion de las especies
tomando en cuenta el nimero, tipo y tamafio de los cromosomas, asi como también la
presencia de aberraciones cromosomicas que nos indique los posibles cambios que
han ocurrido durante su evolucion (Cequea, 1985). Algunas de las especies de estos
género son usadas normalmente por sus pobladores para la elaboracion de remedios
caseros como son: Agerantum conyzoides (curia), Ambrosia cumanensis (artemisa),
Chromalaena odorata (quiebra-quiebra), Eclipta alba (combolala), Hebeclinium
macrophyllum (ojo de gato), Heleniu amarun (manzanilla), Matricharia chamomilla
(manzanilla), Pluchea carolinensis (salvia), Pluchea ovalis (salvia), Pluchea
sagittalis (salvia), Pollalesta condensata (zamurillo), Sphadneticola trilobata (flor de
perro), Tagetes erecta (clavel de muerto), Tithonia diversifolia (arnica) (Marcano,
2003; Amegnona et al., 2005).

Eclipta alba, Pluchea carolinensis y Wedelia fruticosa representan hierbas y
arbustos, con hojas compuestas, sésiles y lanceoladas; poseen inflorescencia de 1-3
cabezuelas dispuestas en el apice de las ramas; con papus formados por setasy
tallos redondeados, pilosos, doblados hacia arriba. Las caracteristicas
morfoldgicas y anatomicas de estas especies en el pais ya han sido estudiadas
(Aristeguieta, 1964; Steyermark et al., 1997; Marcano, 2003).

En vista de que E. alba, y P. carolinensis poseen propiedades medicinales y W.
fruticosa es de importancia ornamental con una gran propagacion en el oriente del
pais, y a la escasa informacion desde el punto de vista genético de las mismas, se
realizd este estudio con la finalidad de determinar nimero, tipo y tamafio de los
cromosomas mitoticos; distribucion de los quiasmas en los bivalentes en al etapa de

diacinesis de la profase | de la meiosis; el comportamiento de los cromosomas en



meiosis | y Il; y finalmente determinar los cambios cromosémicos que hayan
ocurrido durante la evolucion de estas especies para complementar los estudios
morfologicos y anatomicos, y asi tener una informacion mas amplia de estas especies

que pudieran usarse para estudios genéticos y sistematicos.



METODOLOGIA

Las poblaciones de E. alba, W. fruticosa y P. carolinensis, fueron colectadas en
la ciudad de Cumana y alrededores, Estado Sucre, Venezuela durante el afio 2004.

Para realizar el presente estudio se colectaron frutos maduros de cada especie.
Posteriormente se seleccionaron semillas sanas, en las cuales se consider6 tamario,
forma, color y textura. Seguidamente fueron sumergidas en agua destilada y solucion
de Hoaglands (1:1), hasta la ocurrencia de la germinacion. Las semillas germinadas
con un embridn bien desarrollado, de aproximadamente 1,5 cm de longitud, fueron
sembradas en cestas plasticas perforadas de 30 x 20 x 8 cm de tamafio contentivas
de una mezcla de tierra y arena (3:1) y expuestas a la luz solar hasta que las raices
emergieron por los orificios de las cestas, para ser utilizadas en el andlisis mitético.
Posteriormente, 20 plantulas de aproximadamente 10 cm de longitud fueron
seleccionadas y cada una fue transplantada en una bolsa de polietileno de 6 kilos que
contenia una mezcla de arena, tierra y abono en una proporcion de 1:1:1 y mantenidas
en un invernadero hasta el estado de floracion para ser utilizadas en el analisis
meiotico y determinacion de la fertilidad del polen.
Estudio Mitotico

Una vez que los apices radicales emergieron a través de los orificios de las
cestas, se colectaron entre 8:30 AM y 8:45 AM, lapso durante el cual ocurre la
mayor actividad mitdtica, seguidamente fueron colocados en una solucién de 8-
hidroxiquinolina al 0,004 mol I"* por tres horas, para desprender las fibras del huso
acromatico. Luego se fijaron en etanol 95% y acido propionico 100% (3:1), durante
72 horas, finalmente, fueron transferidos a una solucion de etanol 70% y guardados
en la nevera a una temperatura de 10° C hasta el momento de su uso.

Para la observacién de los cromosomas metafasicos al microscopio de luz, los
I—l

apices radicales fueron hidrolizados en HCI 1 mol durante 20 minutos, a



temperatura ambiente, lavados con agua destilada, durante 10 minutos, y coloreados
con orceina FLP al 1,5% (acido formico 20%, acido lactico 80%, acido propionico
99% y agua destilada en una proporcion de 1:1:1:1) durante 5 minutos y, finalmente,
colocados en un portaobjetos para la aplicacion de la técnica de aplastamiento
(Cequea, 1985).

En el analisis mitético de cada especie fue determinado el nimero y la
medida de los cromosomas en observaciones realizadas de 25 células metafasicas. En
cada una de las células, se determind la longitud total del cromosoma (c) y la longitud
relativa del brazo largo (L) y del brazo corto (S). Asi se localizé el centromero (r =
L/S) para clasificar los tipos de cromosomas segun el método de Levan et al. (1964).

Determinacién de la Fertilidad del Polen

Para el analisis de la fertilidad del polen se utilizaron 20 flores de cada especie
en antesis temprana. Las flores fueron sacudidas sobre un portaobjetos con una aguja
de diseccidn para utilizar el polen, el cual fue coloreado con Bufalo Black NBR al
1%(1 g de Bufalo Black en FLP caliente, enfriado a temperatura ambiente y filtrado).
Posteriormente, los granos de polen fueron observados y medidos con un micrémetro
ocular adaptado al microscopio de luz en donde los granos de polen de tamafio
normal y citoplasma coloreado uniformemente de azul intenso fueron considerados
normales; en cambio, los granos de polen de menor tamafio que el normal, coloreados
de azul claro, fueron considerados anormales. Para determinar el porcentaje de
fertilidad se contaron 500 granos de polen por cada flor, calculando el porcentaje de
fertilidad de cada planta aplicando la siguiente formula: % F = N° de GPN / N° TGP,
donde % F: Porcentaje de fertilidad, N° de GPN: numero de granos de polen
normales y N° TGP: nimero total de granos de polen.



Estudio Meidtico

Para los cromosomas meio6ticos se utilizaron los primordios florales de plantas
adultas, colectados entre 1:00 PM y 1:30 PM, los cuales fueron fijados en etanol:
acido propionico (3:1) durante 72 horas y conservados en etanol 70% bajo

refrigeracion hasta el momento de realizar el andlisis.

Las anteras obtenidas de los primordios florales fueron colocadas con una
solucion de orceina 1,5 % FLP y finalmente aplastadas para la observacion de las
diferentes fases de la meiosis 1 y 1l.

En la etapa de diacinesis de la profase | se utilizaron 12 células como minimo
por especie, con la finalidad de determinar el ndmero de circulos y cadenas
bivalentes y univalentes y calcular el promedio de quiasmas por célula.
Posteriormente, se observaron los cromosomas en anafase | y Il, para detectar las
posibles aberraciones cromosémicas. También se determindé el nimero de

microsporas en el estado de tétradas derivadas de cada célula madre del polen (CMP).

Las laminas seleccionadas para el analisis de los cromosomas mitoticos y
meioticos fueron sumergidas en nitrogeno liquido por un minuto con el objetivo de
remover el cubreobjetos; posteriormente, las ldminas se lavaron con acido propionico
al 45% para eliminar el agua presente; una vez secas a temperatura ambiente, se les
agregd una gota de balsamo de Canadd haciendo el mismo proceso con el

cubreobjetos con la finalidad de hacer las laminas permanentes.

Posteriormente fueron identificadas las fases de la meiosis | y Il y determinados
los complementos cromosomicos de E. alba, P. carolinensis y W. fruticosa. Las
muestras fueron fotografiadas con una camara digital Sony acoplada al microscopio

de luz, guardadas en formato JPG de alta resolucion de la computadora, y editadas en
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el programa fotoimpacto 10 con la finalidad de realizar el ordenamiento de los
cromosomas y elaboracion de los cariogramas, asi como también, mostrar las
diferentes fases de la meiosis, y las configuraciones caracteristicas de aberraciones

cromosomicas.

A las configuraciones meidticas observadas en la etapa de diacinesis, se le

aplicaron las ecuaciones de Jackson (1984).

oll = (Cx-n) x N° de células, cll = n-(Cx-n) x N° de células, donde: oll =
bivalente con dos quiasmas, cll = bivalente con un quiasma, Cx = promedio de los

quiasmas por célula, n = numero basico de cromosomas.

Estas ecuaciones permiten determinar en los organismos diploides el nimero
de circulos y cadenas bivalentes esperados, cuando hay un minimo de un quiasma y
un maximo de dos quiasmas por bivalente, siempre y cuando, los bivalentes
tengan un apareamiento normal y una distribucion no aleatoria (NA) de los
quiasmas, y el promedio de quiasmas por célula tenga un valor de P mayor a 0,5,
siendo P+Q =1y los univalentes sean raros y no predecibles, donde: P = presencia de
quiasmas (numero de quiasmas por célula dividido por el nimero maximo de

quiasmas) y Q = ausencia de quiasmas

Finalmente, a las configuraciones meidticas observadas en diacinesis, se les
aplico una prueba Ji-cuadrado de Sokal y Rohlf (1969), para determinar si estas
configuraciones observadas se ajustan a las esperadas de acuerdo al método no

aleatorio para cada especie.

Los ejemplares de E. alba, P. carolinensis y W. fruticosa fueron corroborados

taxondmicamente mediante la comparacion hecha con muestras clasificadas y
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depositadas en el herbario “Isidro Ramon BermlUdez Romero” (IRBR) de la
Universidad de Oriente.
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RESULTADOS

Cariotipos de las Especies

Eclipta alba presentd un complemento cromosémico de 2n = 22. El
complemento haploide esta constituido por 7 cromosomas de regién media y 4 de
region submedia. Los cromosomas mitéticos en las células metafésicas analizadas se
presentaron superpuestos lo que no permitio identificar los cromosomas
individualmente y por lo tanto elaborar el cariograma. Sin embargo, los tipos de
cromosomas de esta especie fueron corroborados con las configuraciones

cromosoémicas observadas en diacinesis (Fig. 3a).

Pluchea carolinensis presentd un complemento cromosémico de 2n = 20 (Fig.
1a) representado en el cariograma de la figura 1b. La Tabla 1 muestra que el
complemento haploide esta constituido por 8 pares de cromosomas de region media y
2 pares de region submedia con un rango de longitud de 2 a 4 um. En ciertas células
metaféasicas fue posible observar la presencia de una constriccion secundaria en

algunos cromosomas.

Wedelia fruticosa presentd un complemento cromosémico de 2n = 26 (Fig. 2).
El complemento haploide esta constituido por 6 cromosomas de region mediay 7 de
region submedia con un tamafio de 0,9 um a 1,5 pum. El estado de condensacion de
los cromosomas en metafase fue muy débil lo que impidié observarlos con mayor

nitidez.
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Andlisis Meiotico

El analisis meidtico en E. alba fue completamente normal en la mayoria de las
fases (Figs. 3 a-d y 4 a-e) excepto en anafase Il en donde se pudo observar la
presencia de 2 cromosomas separados de los grupos de cromosomas (Fig. 5¢). En el
estado de tétrada se observaron células madres del polen con 4 microsporas. Las
configuraciones meidticas observadas en diasinesis fueron: 4(7oll, 4cll), 8(5oll ,
6¢ll), 8(4oll, 7cll) y 8(3oll, 8cll). El promedio de quiasmas por célula fue de 15,428.
Los valores de P y Q fueron 0,7013 y 0,2987, respectivamente. Al comparar las
configuraciones meioticas observadas con las esperadas, de acuerdo con el método de

no aleatoriedad (NA), se obtuvo un valor de Ji cuadrado de cero (Tabla 2).

El analisis meidtico en P. carolinensis fue normal en la mayoria de
las fases (Figs. 6 a-e y 7 a-c), excepto en anafase y telofase Il. En anafase Il y
telofase I se observd el rompimiento de un puente dicéntrico en cada uno de los dos
grupos de cromosomas en 8 células de 20 analizadas (Fig. 8 a-b ). Tambien en
telofase Il se observd el rompimiento de un puente dicéntrico en 3 células de 12
analizadas (Fig. 8 c¢). En el estado de tétrada se observaron 6 células con 2
microsporas y 50 con 4 microsporas. Las configuraciones meidticas observadas en
diasinesis fueron: 4(8oll, 2cll), 4(3oll, 7cll) y 4(20ll, 8cll). EI promedio de quiasmas
por célula fue de 14,33. Los valores de P y Q fueron: 0,7167 y 0,2833,
respectivamente. Al comparar las configuraciones meioticas observadas con las
esperadas, de acuerdo con el método de no aleatoriedad (NA), se obtuvo un valor de

Ji cuadrado de cero (Tabla 2).

El analisis meiotico en W. fruticosa fue completamente normal en todas las
fases (Figs. 9 a-d y 10 a-d). En el estado de tétrada se observaron 4 microsporas en 60
células analizadas y 6 células con 2 microsporas (Fig. 11a). Las configuraciones

meidticas observadas en diacinesis fueron: 16(6oll, 7cll), 8(5oll, 8cll), 12(4oll,
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9cll), 4(3oll, 10cll) y 8(20ll, 11cll). EI promedio de quiasmas por célula fue de
17,417. Los valores de P y Q fueron 0,6699 y 0,3301, respectivamente. Al comparar
las configuraciones meidticas observadas con las esperadas, de acuerdo con el
método de no aleatoriedad (NA), se obtuvo un valor de Ji cuadrado de cero (P > 0,05;
Tabla 2).

Fertilidad

El porcentaje promedio de fertilidad para E. alba, P. carolinensis, y W.
fruticosa fue de 96,07%, 52,20% y 89,54%, respectivamente (Tabla 3). El rango de
fertilidad en E. alba fue de 42,10% a 98,58%, en P. carolinensis de 40,05% a
86,95% y en W. fruticosa de 72,69% a 96,61%.
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Figura 1. Cromosomas mitdticos de P. carolinensis. a. Complemento cromosomico.
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Tabla 1. Complemento haploide (n) de Pluchea carolinensis.

Cromosoma | (um) s (um) ¢ (um) r=(/s) Tipo de

Cromosoma
1 2,25 1,05 3,30 2,14 sm
2 1,80 1,20 3,00 1,50 m
3 1,73 1,42 3,15 1,22 m
4 2,10 1,83 3,93 1,15 m
5 2,00 1,50 3,50 1,33 m
6 1,76 1,23 2,99 1,43 m
7 1,94 141 3,35 1,37 m
8 2,06 1,31 3,37 1,57 m
9 1,68 1,31 2,99 1,28 m
10 1,87 0,93 2,80 2,01 sm

1: longitud del brazo largo; s: longitud del brazo corto; c: longitud total; r:
relacion del brazo largo y corto del cromosoma; m: cromosoma de region media; sm:

cromosoma de region submedia.
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Figura 2. Cromosomas mitoticos de W. fruticosa. La barra representa 1,8 pum.
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Tabla 2. Numeros Observados (Obs) De Circulos (Oii) Y Cadenas (Cii) Bivalentes
En Diacinesis De Eclipta Alba, Pluchea Carolinensis Y Wededia Fruticosa Usando

El Método No Aleatorio (Na).

Namero de

Especie células p oll cll X?

Eclipta alba 28 0,7013 Obs 124 184 0
NA 124 184

Pluchea carolinensis 12 0,7167 Obs 52 68 0
NA 52 68

Wedelia fruticosa 48 0,6699 Obs 212 412 0
NA 212 412

Tabla 3. Porcentaje De Fertilidad Del Polen De Eclipta Alba, Pluchea Carolinensis Y

Wededia Fruticosa.

Namero de % de fertilidad Namero de
Especie granos de polen del polen plantas
Eclipta alba 5135 96,07 20
Pluchea carolinensis 2 550 52,20 20
Wedelia fruticosa 3015 89,54 20
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Figura 3. Meiosis | de E. alba. a. Diacinesis. b. Metafase I. c. Anafase I. d. Telofase
I. Labarra representa 2,85 pm.
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Figura 4. Meiosis Il de E. alba a. Profase Il b. Metafase Il c. Anafase II. d.
Telofasell e. Estado de tétrada. La barra representa 2,85 um.
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Figura. 5. Anormalidades de E. alba. a. Anafase Il con dos cromosomas separados
de los grupos de cromosomas (flechas). La barra representa 2,09 um.
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Figura. 6. Meiosis | de Pluchea carolinensis. a. Paquiteno. b. Diploteno. c.
Diacinesis. d. Metafase I. e. Telofase I. La barra representa 3,80 um.
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Figura. 7. Meiosis Il de P. carolinensis. a. Profase Il. b. Telofase Il. c. Estado de
tétrada. La barra representa 3,80 um
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Figura. 8. Anormalidades de P. carolinensis. a-b. Anafase Il con rompimiento de
puentes dicéntricos (flechas). c. Telofase Il con rompimiento de puentes
dicéntricos (flecha). d. Tetrada con dos microsporas. La barra representa 2,47 pm.
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Figura. 9. Meiosis | de W. fruticosa. a. Diploteno. b. Diacinesis. c. Metafase I. d.
Telofase I. La barra representa 3,42 um.
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Figura 10. Meiosis Il de W. fruticosa. a. Profase Il. b. Metafase II. c. Telofase II.
d.Estado de tétrada. La barra representa 2,85 um.
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Figura. 11. Anormalidad de W. fruticosa. a. Estado de tétrada con cinco
microsporas. La barra representa 3,23 um.

26



Figura 12. Granos polen de W. fruticosa. Grano de polen normal. b. Grano de
polen anormal. c. Granos de polen normales y anormales. d. Granos de polen
de diferentes tamafos. La barra representa 11,85 pum.
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DISCUSION
Mitosis

El nimero de cromosomas en P. carolinensis (Jacg.) ( 2n = 20) se
corresponde con el numero de cromosomas previamente reportado para esta especie
(Ching-1 et al., 1998); mientras que el numero de cromosomas para E. alba (2n = 22)

y W. fruticosa (2n = 26) es la primera vez que se reporta en este trabajo.

Al comparar la morfologia de los cariotipos de E. alba (7 m, 4 sm), P.
carolinensis (8 m, 2 sm) y W. fruticosa (6 m, 7 sm) se observa una diferencia en el
tamafio total y un ndmero variable de cromosomas de region media y submedios,
caracteristicas de los cariotipos simétricos. La presencia de cariotipos simétricos es
comun en los géneros de la familia Asteraceae (Jackson, 1962). Los cromosomas m y
sm presentan dos brazos y generalmente cada uno de éstos es formado por la union de
centromeros de dos cromosomas telocéntricos o acrocéntricos. Mediante este
mecanismo el nimero de brazos (el nimero fundamental, FN) permanece constante,
aunque cambia el nimero basico. Esta reduccion de cromosomas por la formacion de
los tipos m y sm es bien conocido y frecuente en varios grupos de animales,
particularmente insectos, roedores y organismos marinos (White, 1954; Wahrman y
Sahavi, 1958; Wahrman et al., 1969; Bianchi y Bianchi, 1969) y en plantas
gimnospermas en la familia Podocarpaceae y especialmente en el género Lycoris
perteneciente a la familia Amaryllidaceae (Darlington, 1963). En consecuencia, los
cariotipos de estas especies que difieren con respecto al nimero basico y la longitud
total de los cromosomas, puede explicarse asumiendo el incremento en la asimetria
del cariotipo a través de inversiones pericéntricas, transposiciones centrales y

translocaciones desiguales (Stebbins, 1971; Jackson, 1973).
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Mediante el andlisis de los cariotipos de E. alba, P. carolinensis y W.
fruticosa no se distingui6 con exactitud la presencia de constricciones secundarias
y satélites. Sin embargo, en el analisis meiotico en profase I, se pudo observar
claramente la presencia de un nucléolo, lo que corrobora que en las células
somaticas diploides los dos nucléolos se fusionan para formar uno solo de mayor
tamario. Probablemente, la dificultad en  observar constricciones secundarias y
satélites sea causada por la condensacion de estos cromosomas por efecto de la
colchicina durante la metafase y que la constriccion secundaria sea del mismo
diametro que las regiones adyacentes a los brazos del cromosoma. Sin
embargo, los cromosomas pudieron distinguirse individualmente en las células,
pero fue imposible hacer el cariograma de E. alba y W. fruticosa debido a la gran

condensacion de los mismos.

En conclusidn, los cariotipos de estas especies se caracterizan por presentar
cromosomas m y sm, con un tamafio que varia entre 0,54 um y 4 um. Estos tipos y
tamano de los cromosomas se corresponden con los reportados para otras especies de
la familia Asteraceae (Jackson, 1965; Gupta, 1969; Mathew y Mathew, 1976, 1982;
Cequea, 1985; Dematteis y Fernandez, 1998).

De acuerdo a los tipos de cromosomas observados, se podria inferir que muchas
de las especies de los generos de esta familia presentan un ancestro comun y su
diferenciacion cromosdmica, ha ocurrido principalmente a través de las inversiones

pericéntricas o transposiciones centrales.

El cambio mas frecuente de un cromosoma tipo “M” a un tipo “sm” o
viceversa, puede ocurrir por una ruptura a ambos lados del centromero y el segmento
invertido se fusiona nuevamente en las rupturas anteriores, pero de una forma

invertida, dicho evento es caracteristico de una inversion pericéntrica (Ayala y Kiger,
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1980; Russell, 1990; Griffiths et al., 1999). También se puede originar por una
ruptura ocurrida a ambos lados del centromero y una adicional ocurrida en uno de los
dos brazos de un cromosoma tipo “M”, “m” o “sm”, en donde el centromero puede
unirse en la ruptura adicional, originando un tipo de cromosoma diferente como
consecuencia de una transposicion central. Si el cambio en la posicion del centromero
es consecuencia de una inversion pericéntrica, deberia formarse una asa de inversion
en paquiteno de la profase | de la meiosis. Por otro lado, si ocurre una transposicion
central no se esperarian cambios en la secuencia de los genes y el apareamiento en

paquiteno seria normal, excepto en la region de los centromeros (Jackson, 1973).

Meiosis

En E. alba y P. carolinensis, el apareamiento y separacion de los cromosomas
fueron normales en meiosis | excepto en anafase I, pero en meiosis Il se observéd una
serie de configuraciones meiéticas anormales tales como: cromosomas retrasados
y rupturas de puentes dicéntricos (Figs. 5a, 8a-c). La presencia de los cromosomas
retrasados en anafase Il y telofase Il pueden ser el resultado de una disyuncién
anormal. Sin embargo, la presencia de puentes dicéntricos es el resultado de una
recombinacion simple en la regidon proxima al centromero y otra recombinacion
simple en el asa que incluye tres crométidas en paquiteno, produciendo un
cromosoma en forma de asa, un fragmento acéntrico y un cromosoma normal en
anafase | (McClintock, 1938; Cequea, 2003, 2006). En anafase Il, cuando ocurre la
division del centromero del cromosoma en asa y los resultantes se dirigen a los polos,
se forma un puente dicéntrico, que al romperse origin6 dos cromosomas con
deficiencia o duplicacién de genes terminales, trayendo como consecuencia la

formacion de un 50% de polen no balanceado genéticamente (anexo 1).

En consecuencia, cuando ocurren estas configuraciones cromosomicas en

anafase I, 1l y telofase Il se producen granos de polen genéticamente no balanceados
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de diferentes tamafios, reduciendo la fertilidad de 100% de las plantas. En P.
carolinensis, el promedio de fertilidad observada (52,20%), posiblemente sea el
resultado de estas configuraciones cromosomicas anormales, o a la ausencia del huso
acromatico tanto en la primera como en la segunda division mei6tica, para originar
células madres del polen con un nimero variable de microsporas. La presencia de 2
microsporas en el estado de tétrada, es debido a una disyuncion anormal de los

cromosomas durante la anafase 1.

E. alba y W. fruticosa, a diferencia de P. carolinensis, presentaron una meiosis
normal con un promedio de fertilidad de 96,07% y 89,54% en lugar de 100%.
Probablemente, la disminucidn de la fertilidad en estas especies pudo ser causada por
pequefias inversiones paracéntricas y translocaciones que ocurren con cierta
frecuencia en algunos bivalentes que no pudieron ser detectadas a través del analisis

microscopico.

W. fruticosa tuvo un desarrollo normal en todas sus fases meiéticas (Figs. 9 y
10 ), sin embargo, se observaron células madres del polen con cinco microsporas, la
quinta microspora pudo ser el resultado del fragmento acentrico producto de
inversiones paracentricas heterocigotas ocurridas durante la meiosis (anexo 1). El
porcentaje de fertilidad observado en esta especie, puede ser debido a la seleccion
artificial que se ha hecho, ya que es ampliamente utilizada como planta ornamental en
parques Y jardines por su belleza, resistencia a enfermedades y a la carencia de agua
en la estacion seca. En el presente estudio se pudo corroborar que P.
carolinensis, E. alba y W. fruticosa mostraron diferencias en cuanto a
namero, tamafio y clasificacion de los cromosomas lo que sugiere que dichas

especies no se encuentran relacionadas
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28
genéticamente y cuyos origenes divergen; permitiendo confirmar que son especies
diferentes, desde el punto de vista taxondmico y genético, pero sin embargo,
presentan cromosomas m 'y sm de diferentes tamafos, caracteristicas comunes de los

géneros de la familia Asteraceae.

E. alba, P carolinensis y W. fruticosa mostraron bivalentes en diacinesis;
posteriormente, al aplicar el método de no aleatoreidad (Jackson, 1984) sobre las
configuraciones meidticas observadas, se comprobd que el nimero de bivalentes en
forma de circulos y cadenas observados y esperados resultaron iguales. Al aplicar la
prueba de Ji-cuadrado a las configuraciones cromosomicas observadas y esperadas
dio como resultado un valor de cero, con una probabilidad mayor a 0,05 (Tabla 2),
permitiendo confirmar estadisticamente que los bivalentes presentaron de uno a dos

guiasmas y que estos ocurren en sitios especificos de los bivalentes.

La ocurrencia de la recombinacion en sitios especificos de los bivalentes
puede ser de gran ventaja en estas especies principalmente, si las inversiones ocurren
con ciertas frecuencias, porque genes separados en el mismo cromosoma pueden
ahora estar ubicados uno al lado de otro, confiriéndoles a sus portadores una mejor
adaptacion (Stebbins, 1971). Posteriormente, al ocurrir la recombinacion en estos
sitios, probablemente se transmitiran a los demés individuos de la poblacion

incrementando la variabilidad genética.

Si las inversiones paracéntricas se producen con frecuencia en las especies de
esta familia, es de esperar el reordenamiento de genes y la produccion de genotipos
con diferentes valores adaptativos, que originarian individuos de gran adaptabilidad.
Esto explicaria, la amplia distribucion que tienen estas especies en varios continentes.

En conclusion, las configuraciones meidticas observadas en anafase I, Il y

telofase 1, son caracteristicas de las inversiones paracéntricas, las cuales cambian el
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orden de los genes en los brazos de los cromosomas, originando nuevas
combinaciones de genes que pueden resistir los rigores de la meiosis y los cambios
ambientales. Esta hipotesis fue demostrada en Drosophila, donde se ha observado que
individuos con combinaciones de genes diferentes, responden significativamente a
distintos ambientes que a traves del tiempo han evolucionado creando mecanismos
de aislamiento reproductivo que impiden el Flujo normal de genes entre ellos,

creando la formacion de subespecies y especies diferentes (Jackson, 1985).

De acuerdo al estudio citogenético realizado en E. alba, P. carolinensis, y W.
fruticosa, los principales cambios que han ocurrido en la diferenciacion de las mismas
han sido las inversiones, como se ha demostrado en otros estudios citogenéticos en

diferentes especies de esta familia (Cequea, 1985; Otero, 2002).
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CONCLUSIONES

Pluchea carolinensis Jacq. presentdé un complemento cromosdémico de 2n = 20
constituido por 8 pares de cromosomas de region media (m) y 2 pares de region
submedia (sm). Wedelia fruticosa Jacq. presentd un complemento cromosémico de
2n = 26 constituido por 6 pares de cromosomas de region media (m) y 7 pares de
region submedia (sm) y.Eclipta alba L. presenté un complemento cromosémico de 2n
= 22 constituido por 7 pares de cromosomas de region media (m) y 4 pares de region

submedia (sm).

Los cromosomas de estas especies presentan cromosomas “m” y “sm” con un

tamarfio que vario entre 0,9 um y 4 um comunes en la familia Asteraceae.

En meiosis se observaron configuraciones cromosémicas, tales como:
cromosomas retrazados en anafase Il, rompimientos de puentes dicéntricos en
anafase y telofase Il, estado de tétrada con 2, 4 y 5 microsporas, caracteristicas de

las inversiones paracéntricas heterocigotas.

La fertilidad observada vario entre 52,20% y 96,07%.

Las configuraciones cromosémicas observadas en la etapa de diacinesis de la
profase | de la meiosis, se ajustaron al sistema genético de apareamiento normal de

los cromosomas en paquiteno y a la distribucion no aleatoria de los quiasmas.

De acuerdo al estudio citogenético realizado en estas especies se puede inferir

que los cambios ocurridos para su diferenciacion han sido las inversiones.
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Apareamiento en una asa reversa de una inversion paracéntrica heterocigota: A-B = region
proximal, C-H = region invertida, 1-J =region distal. Los cinco tipos de recombinacion en las
posiciones 1-4 y 6 se muestran en el asa. Las dos cromatidas normales se indican con lineas
continuas y las dos cromatidas invertidas con lineas interrumpidas. I-1V indican las cromatidas
individuales
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1 No recombinacion en la posicion 6 (I + 1l Recombinacion en ta posicion € (t + 1)

Recom. Simple ‘ Recom. Doble i Recom. Simple Recom. Doble Crométidas

dentro del asa dentro del asa i dentro def asa dentro del asa balanceadas
Al ATl de inversién en de inversién en de inversién en de inversién en %
1. 1 100
N AN Recom. Doble Recom. Doble 100
\{\/ 2 crométidas 2 cromélidas 100
1 1+2 1 1+2 50
2 1+3 4 2+4 50
BF @ C\Q\ 3 2+4 Recom. Doble 50
/ 4 3+4 3 crométidas 50
ViV,
~ 7 Recom. Doble
3 croméfidas

1+4 i+4 0

o (MR 243 Recom. Dobe 0

BBFF ]' v|v Recom, Doble 4 cromatidas 0

4 crométidas
2 143 50
/r) @ N 3 3+4 50
T > Recom. Doble

\'\{’ Y 3 crométidas

2+3 0
LLFF (:]/ ] % Recom. Doble
l\../ : 4 cromélidas

Los cinco tipos de configuraciones meicticas en anafase | y Il en una inversién paracéntrica heterocigota con
recombinacion simple y doble dentro del segmento invertido y recombinacion en la region proximal. Se indican
el asa de inversion y los diferentes tipos de recombinacion. N = configuracién normal, B = puente, F = fragmento,
L = cromosoma en asa. (modificado por Ekberg, 1974; de McClintock, 1938).
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