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MecanisMos citológicos involucrados en la producción de 
gaMetos Masculinos no reducidos en individuos diploides de 

turnera sidoides subsp. carnea (passifloraceae)

IVANA EVELIN KOVALSKY1,2, AVELIANO FERNÁNDEZ1 y VIVIANA G. SOLÍS NEFFA1,2

Summary: Cytological mechanisms involved in the unreduced male gametes production in diploid 
individuals of Turnera sidoides subsp. carnea (Passifloraceae). Turnera sidoides (x = 7) is an autopolyploid 
complex of outcrossing perennial herbs that includes five subspecies, with ploidy levels from diploid (2n 
= 2x = 14) to octoploid (2n = 8x = 56). Previous studies have revealed the production of unreduced male 
gametes (2n and 4n) in diploid populations of this complex, suggesting that sexual polyploidyzation would 
be the main mechanism involved in the origin of neopoliploids of T. sidoides. However, to date, there is a 
lack of data about the cytological mechanisms involved in the origin of such unreduced gametes. Thus, 
in this paper we analyze the meiotic behaviour and pollen viability of unreduced gametes producers from 
a diploid population of T. sidoides subsp. carnea. The results obtained showed that meiotic behavior 
was mostly regular; however some irregularities such as parallel spindles, fused spindles and nuclear 
restitution were also observed. Pollen viability varied from 44.75% to 95.82%. Overall, our results 
suggest that nuclear restitution at both the first and the second meiotic division would be the cytological 
mechanisms involved in the production of 2n male gametes. Such mechanisms would have important 
consequences in the establishments of neopolyploids in natural populations.
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Resumen: Turnera sidoides (x = 7) es un complejo autopoliploide de hierbas alógamas perennes que 
incluye cinco subespecies, con niveles de ploidía desde diploide (2n = 2x = 14) hasta octoploide (2n = 
8x = 56). Estudios previos aportaron evidencias de la producción de gametos masculinos no reducidos 
(2n y 4n) en poblaciones diploides del complejo, sugiriendo que los poliploides de T. sidoides habrían 
surgido por poliploidización sexual. Sin embargo, hasta el momento se desconocen los mecanismos 
citológicos involucrados en la producción de dichos gametos. Por lo tanto, en este trabajo se analiza el 
comportamiento meiótico y la viabilidad del polen de individuos productores de gametos no reducidos 
de una población diploide de T. sidoides subsp. carnea. Los resultados obtenidos evidenciaron que la 
meiosis es generalmente regular, aunque también se observaron algunas irregularidades como husos 
paralelos, husos fusionados y núcleos de restitución. La viabilidad del polen varió entre 44,75% y 
95,82%. Todos estos resultados sugieren que la restitución nuclear tanto en la primera división como 
en la segunda división meiótica serían los mecanismos involucrados en la producción de gametos 
masculinos no reducidos en el complejo. Estos mecanismos tendrían importantes consecuencias en el 
establecimiento de neopoliploides en poblaciones naturales de T. sidoides. 

Palabras clave: Turnera sidoides, poliploidía, gametos no reducidos, meiosis, viabilidad del polen.
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introducción

La poliploidía constituye uno de los principales 
mecanismos de evolución y diversificación en 
plantas. Diferentes estimaciones sugieren 
que el 95% de las Pteridófitas y el 70% de las 
Angiospermas han experimentado uno o más 
episodios de poliploidización (Stebbins, 1971; 
Grant, 1989). Entre ellas, algunas de las especies 
cultivadas, así como numerosas especies hortícolas 
y forrajeras son de origen poliploide (Ramanna & 
Jacobsen, 2003).

Dada la importancia de la poliploidía, numerosos 
estudios tendientes a examinar su significado 
evolutivo estuvieron orientados a la comprensión 
de los procesos involucrados en el origen de los 
poliploides y de las condiciones que favorecen 
su establecimiento y persistencia (Thompson & 
Lumaret, 1992; Bretagnolle & Thompson, 1995; 
Ramsey & Schemske, 1998). En relación al origen, 
se ha demostrado que los poliploides se pueden 
formar por duplicación cromosómica somática en 
los tejidos meristemáticos del esporofito, cigotos 
o embriones, o por poliploidización sexual. Este 
último, es considerado el principal mecanismo de 
origen de los poliploides en plantas, y consiste 
en fertilizaciones que involucran a gametos no 
reducidos, es decir aquellos gametos que, como 
resultado de irregularidades en la gametogénesis, 
poseen el número de cromosomas somático 
(Karpechenko, 1927; Darlington, 1937, 1965; 
Harlan & De Wet, 1975; De Wet, 1980; Bretagnolle 
& Thompson, 1995; Ramsey & Schemske, 1998). 

Estudios experimentales llevados a cabo como 
parte de programas de mejoramiento genético de 
diversos cultivos han contribuido en gran medida al 
esclarecimiento de los mecanismos citológicos que 
conducen a la formación de gametos no reducidos, 
así como de los factores genéticos y ambientales 
que influyen en su producción (Hermsen, 1984; 
Veilleux, 1985; Singh et al., 1990; Bretagnolle & 
Thompson, 1995; Bingham et al., 1991; Ramanna, 
1992; Ramanna & Jacobsen, 2003; Lyrene et 
al., 2003; d’Erfurth et al., 2008; De Storme & 
Geelen, 2011; Mason et al., 2011). Los mecanismos 
involucrados en la formación de gametos no 
reducidos, operan en la microsporogénesis y/o 
la megasporogénesis (Harlan & De Wet, 1975; 
Jackson & Casey, 1980; Hermsem, 1984; Kaul & 
Murthy, 1985; Veilleux, 1985; Andreuzza & Siddiqi, 

2008; De Storme & Geelen, 2011). Los estudios 
genéticos, citológicos e inmunocitoquímicos en 
especies modelo, han permitido la identificación 
de genes que regulan los eventos meióticos, 
incluyendo la recombinación (Atchenson et al., 
1987; Dernburg et al., 1998; Grelon et al., 2001), el 
ensamblaje del huso (Musacchio & Hardick, 2002; 
Lew & Burket, 2003), la orientación del cinetocoro 
y la segregación cromosómica (Watanabe & Nurse, 
1999; Toth et al., 2000; Watanabe & Yokobayashi, 
2005) y, la citocinesis (Nacry et al., 2000; Giansanti 
et al., 2004). La mutación de alguno de dichos genes 
puede alterar la meiosis, afectando la fertilidad 
gamética y/o conduciendo a la formación de 
núcleos de restitución (i.e. núcleos con el número 
no reducido de cromosomas). Estos mecanismos, 
así como las duplicaciones pre y postmeióticas, 
resultan en la formación de gametos no reducidos 
(Ramanna, 1979; Veilleux, 1985; Bretagnolle & 
Thompson, 1995; Qu & Vorsa, 1999; Ramanna & 
Jacobsen, 2003; d’Erfurth et al., 2008).

Estudios citológicos y genéticos realizados en 
diferentes especies han demostrado la ocurrencia 
de varios tipos de restitución nuclear, tales como 
la restitución en la primera (RPD) y en la segunda 
división meiótica (RSD) y un mecanismo detectado 
en híbridos de Lilium denominado restitución 
meiótica indeterminada (RMI) (Lim et al., 2001; 
Barba Gonzalez et al., 2005; Zhou et al., 2008; 
Khan et al., 2010), aunque las más comunes 
son la RPD y RSD. Dichos tipos de restitución 
nuclear difieren tanto citológicamente como en sus 
consecuencias genéticas. 

Durante el proceso normal de la meiosis, en 
la primera división se separan los cromosomas 
homólogos y en la segunda se separan las cromátidas 
hermanas de cada cromosoma. En la RPD, no se 
produce el apareamiento y/o la separación de los 
cromosomas homólogos en la primera división 
meiótica; mientras que la segunda división ocurre 
normalmente. En la RSD, el apareamiento y 
separación de los cromosomas homólogos ocurre 
normalmente durante la primera división meiótica, 
mientras que en la segunda división las cromátidas 
hermanas se separan durante la Anafase II pero 
posteriormente el núcleo restituye (Bretagnolle & 
Thompson, 1995). Finalmente, en la RMI, durante 
la primera división meiótica todos los univalentes 
se dividen ecuacionalmente mientras que los 
bivalentes lo hacen reduccionalmente. Asimismo, 
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debido a las diferencias en la segregación de los 
cromosomas, los efectos en la heterocigosis de 
estos tres mecanismos también son diferentes 
(Ramanna, 1983; Bretagnolle & Thompson, 1995; 
Lim et al., 2001; Barba Gonzalez et al., 2008).

Turnera sidoides L. (x = 7) es un excelente 
modelo biológico para investigar los mecanismos 
de origen y establecimiento de los poliploides. 
Este complejo autopoliploide de hierbas alógamas 
perennes incluye cinco subespecies (Arbo, 1985), 
con niveles de ploidía desde diploide, 2n = 2x = 
14, hasta octoploide, 2n = 8x = 56 (Fernández, 
1987; Solís Neffa & Fernández, 2001; Solís Neffa 
et al., 2004; Elías et al., 2011; Kovalsky & Solís 
Neffa, 2012). Se ha sugerido que los poliploides 
del complejo habrían surgido por poliploidización 
sexual (Solís Neffa, 2000; Panseri et al., 2008; 
Kovalsky & Solís Neffa, 2012).

En este sentido, estudios previos llevados a cabo 
en poblaciones diploides experimentales, aportaron 
evidencias de la producción de gametos masculinos 
no reducidos en T. sidoides (Panseri et al., 2008). 
Por otra parte, un estudio exhaustivo llevado a cabo 
en poblaciones naturales de este complejo reveló 
una gran variación en la frecuencia de producción de 
gametos no reducidos (2n) y duplicados (4n). Dichas 
investigaciones también demostraron que las plantas 
de una misma población difieren en su capacidad de 
producir gametos no reducidos y que la frecuencia 
de producción de este tipo de gametos es muy 
variable aún dentro de las flores de una misma planta. 
Asimismo, las condiciones ambientales también 
influirían en la formación de gametos 2n (Kovalsky 
& Solís Neffa, 2012; Kovalsky, 2012). Sin embargo, 
hasta el momento se desconocen los mecanismos de 
origen de los gametos no reducidos en T. sidoides.

Fig. 1. Cromosomas meióticos de individuos diploides productores de gametos no reducidos de Turnera 
sidoides subsp. carnea. A-B: Metafase I. A: 7II. B: 5II + 1 IV (flecha). C: Profase II normal. D: Núcleo de 
restitución de la primera división. Escala: 5 μm. 
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Sobre la base de estos antecedentes y a fin de 
contribuir a la comprensión de los mecanismos 
citológicos involucrados en la producción de 
gametos masculinos no reducidos en el complejo 
Turnera sidoides, en este trabajo se analiza el 
comportamiento meiótico y la viabilidad del polen 
de individuos productores de gametos 2n y 4n de 
una población diploide de T. sidoides subsp. carnea 
(Cambess.) Arbo.

Materiales y Métodos

Se analizó el comportamiento meiótico y la 
viabilidad del polen de 17 individuos diploides 
productores de gametos no reducidos provenientes 
de una población de Turnera sidoides subsp. 
carnea, localizada en la ruta 123 y el río Miriñay 
(29º 33’ 44,0” S, 57º 30’ 40,0” O, 66 m s.n.m.), 
en el Departamento de Mercedes, Corrientes 
(Argentina). El ejemplar testigo (Solís Neffa & 
Seijo 960) se encuentra depositado en el Herbario 
del Instituto de Botánica del Nordeste (CTES). Se 
seleccionó esta población, debido a que en estudios 
previos se detectó una alta producción de gametos 
masculinos no reducidos (Panseri et al., 2008; 
Kovalsky & Solís Neffa, 2012). La distribución 
espacial de las plantas productoras de gametos 
masculinos no reducidos fue georeferenciada y, 
algunas de ellas, fueron transportadas a Corrientes 
donde se cultivaron bajo condiciones controladas 
en el invernáculo del mismo instituto.

El estudio del comportamiento meiótico se realizó 
a partir de botones florales obtenidos de plantas 
productoras de gametos no reducidos creciendo 
en condiciones naturales y de invernáculo. Los 
botones florales de tamaño adecuado fueron fijados 
en alcohol etílico absoluto: ácido láctico (5: 1) 
(Fernández, 1973) durante 12 h a 4°C y conservados 
en etanol 70% a 4°C. Los preparados se obtuvieron 
por aplastado de las anteras en orceína acética y se 
hicieron permanentes por el método de congelación 
con CO2 (Bowen, 1956) utilizándose Euparal como 
medio de montaje.

La viabilidad de los granos de polen fue estimada 
mediante la técnica de coloración con carmín-
glicerina (1:1) (Pittenger & Frolik, 1951). Las 
anteras fueron colectadas durante las primeras 
horas de la mañana y aplastadas en una gota de 
colorante. Se consideraron viables los granos 

teñidos totalmente. Se contaron al menos 300 
granos por flor y, en lo posible, no menos de 4 flores 
por planta.

resultados 

El análisis de 849 células madres del polen 
mostró que las células en Diacinesis-MI presentaron 
generalmente 7II (81,76%, Fig. 1A), aunque 
también se observaron 1-2 IV (3,86%, Fig. 1B), 1-2 
I (1,10%), así como células con bivalentes fuera de 
placa (11,60%). En A-T I y II, la segregación de los 
cromosomas fue generalmente normal (Fig. 1 C), no 
obstante también se observó la segregación precoz y 
desbalanceada de los cromosomas (2,65%), además 
de células con núcleos de restitución (1,65%, Fig 
1D). En MII se observaron puentes residuales, 
husos paralelos y husos fusionados (7,24%; 30,43% 
y 10,14%, respectivamente), mientras que en TII se 
observaron células con tres núcleos en lugar de 4 
(7,09%). Asimismo, a partir del análisis de 190.070 
granos de polen se comprobó que el promedio de 
viabilidad del polen fue de 87,70%, variando entre 
44,74% y 95,82%, entre los individuos analizados.

discusión

Los resultados obtenidos en la población 
diploide de T. sidoides subsp. carnea constituyen el 
primer aporte a la comprensión de los mecanismos 
citológicos involucrados en la formación de gametos 
no reducidos en el complejo T. sidoides y en el 
género Turnera.

Dichos resultados evidenciaron que la meiosis 
en los individuos diploides productores de gametos 
masculinos no reducidos de T. sidoides subsp. carnea 
es generalmente regular, aunque el porcentaje de 
irregularidades meióticas fue mayor al observado 
en otras poblaciones diploides de T. sidoides 
(Fernández, 1987; Solís Neffa, 2000) y en otras 
especies diploides de Turnera (Fernández, 1987) no 
productoras de gametos no reducidos. Por otra parte, 
el porcentaje de polen inviable en los individuos 
analizados está de acuerdo con el porcentaje de 
irregularidades meióticas detectados en la población 
estudiada, siendo la viabilidad del polen menor a la 
observada en otras poblaciones diploides de Turnera 
(Fernández, 1987; Solís Neffa, 2000). 
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En relación a las irregularidades meióticas, los 
puentes observados en Anafase I y la presencia 
de tetravalentes sugieren la existencia de cambios 
estructurales en los cromosomas de la población 
estudiada. Asimismo, la presencia de cromosomas 
rezagados y fuera de placa, explicarían la reducción 
de la fertilidad gamética observada en los individuos 
analizados. Finalmente, los husos paralelos, los 
husos fusionados y los núcleos de restitución 
observados podrían conducir a la formación de 
gametos 2n como también fuera sugerido en otras 
especies (Harlan & De Wet, 1975; Veilleux, 1985; 
Bretagnolle & Thompson, 1995).

En este sentido, se ha propuesto que las 
aberraciones en la formación del huso meiótico y 
en la citocinesis constituyen la principal causa de 
la restitución nuclear en la microsporogénesis en 
diversas especies (Veilleux, 1985; Conicella et al., 
1991; Bretagnolle & Thompson, 1995; d’Erfurth 
et al., 2008; Camadro et al., 2008; Xu et al., 2008; 
Zhang & Kang, 2010). En Brachiaria, por ejemplo, 
se encontró que tanto las fallas de la citocinesis en 
la meiosis I como la total ausencia de citocinesis 
resultan en la formación de gametos masculinos 
con cromosomas duplicados. En Pfaffia glomerata 
(Spreng.) Pedersen y P. tuberosa Spreng. ocurre a 
menudo una orientación anormal en los ejes de la 
meiosis, formándose en Metafase II husos paralelos 
o tripolares los que son responsables de la formación 
de díadas y tríadas que originan luego granos de 
polen 2n (Taschetto & Pagliarini, 2003). Los husos 
paralelos, y fusionados son también los responsables 
del origen del polen 2n en Solanum okadae Hawkes 
& Hjert. y en Populus tomentosa C. K. Schneid. 
(Camadro et al., 2008; Zhang & Kang, 2010). Por 
otra parte, en haploides e híbridos interespecíficos 
de trigo, así como en papas diploides, la restitución 
del núcleo ha sido relacionada con la sinapsis 
anormal de los cromosomas durante la profase 
de la primera división meiótica (Koduru & Rao, 
1981; Ramanna, 1983; Kaul & Murthy, 1985; Xu 
& Dong, 1992; Xu & Joppa, 1995; Lim et al., 
2001; Ramanna & Jacobsen, 2003). En Solanum, 
dichas anomalías fueron denominadas “mutantes 
sinápticos” (Jongedijk & Ramanna, 1988). Estos 
mutantes se caracterizan por un aumento en la 
frecuencia de univalentes en Metafase I como 
resultado de errores en el apareamiento durante la 
Profase. En algunos casos, los gametos resultantes 
son estériles debido al número desbalanceado de 

cromosomas, mientras que en otros casos se pueden 
formar gametos 2n balanceados y fértiles. Los 
mutantes sinápticos pueden originar una progenie 
euploide o aneuploide (Ramanna, 1983; Parrott & 
Smith, 1984; Jongedijk, 1985; Parrott & Hanneman, 
1988). 

A partir del análisis de las esporadas y de la 
variación del tamaño del polen, se demostró la 
presencia de mónadas, díadas y tríadas, así como 
de polen no reducido y duplicado (“jumbo”) 
en poblaciones experimentales y naturales de T. 
sidoides (Panseri et al., 2008; Kovalsky & Solís 
Neffa, 2012). La formación de husos paralelos y 
fusionados observados en este trabajo, explicarían 
en parte la formación de las díadas y tríadas, así 
como de polen 2n en esta especie. Sin embargo, 
dado que la frecuencia de husos paralelos y 
fusionados observada en los individuos productores 
de gametos masculinos no reducidos es mayor que 
la frecuencia de díadas y tríadas (0,09 -0,12 %) 
detectada previamente en los mismos individuos 
de T. sidoides subsp. carnea (Kovalsky & Solís 
Neffa, 2012; Kovalsky, 2012) así como en otras 
subespecies del complejo (Panseri et al., 2008), es 
probable que en T. sidoides la formación de los husos 
paralelos no siempre conduzca a la formación de 
gametos no reducidos. La falta de correspondencia 
entre la frecuencia de este tipo de irregularidades 
meióticas y la frecuencia de díadas y tríadas también 
fue observada en Ziziphus jujuba Mill. (Xue et al., 
2011). Asimismo, en T. sidoides la formación de 
núcleos de restitución en la primera división seguida 
de una división ecuacional y posterior citocinesis 
en la segunda división, también explicaría la 
formación de díadas y polen 2n; mientras que si la 
RPD es seguida por la RSD, ambas conducirían a la 
formación de mónadas y por lo tanto a la formación 
de polen jumbo. Estos resultados sugieren que tanto 
la RPD como la RSD estarían involucrados en la 
producción de los gametos 2n y 4n observados en T. 
sidoides subsp. carnea. 

Por otra parte, debido a las diferencias en 
las consecuencias genéticas de los distintos 
mecanismos de restitución nuclear, el tipo de 
mecanismo involucrado en el origen de los gametos 
no reducidos podría influir en el establecimiento 
de los neopoliploides de T. sidoides originados 
en poblaciones naturales. En este sentido, se ha 
sugerido que los gametos no reducidos producidos 
por RPD contienen niveles equivalentes de 
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heterocigosis y de combinaciones epistáticas que 
ambos progenitores; mientras que los gametos 
formados por RSD poseen menos heterocigosis 
y combinaciones epistáticas que los parentales 
(Mendiburu & Peloquín, 1977; Bingham, 1980; 
Ramanna, 1983; Hermsen, 1984; Veilleux, 1985; 
Werner & Peloquín, 1991 a, b, c; Bretagnolle & 
Thompson, 1995). Aunque en T. sidoides subsp. 
carnea los gametos no reducidos se originarían 
tanto por RPD como por RSD, los gametos 2n 
formados por RPD podrían mantener los niveles de 
heterocigosis y las combinaciones epistáticas de los 
progenitores en los neopoliploides, contribuyendo 
al establecimiento de los mismos en las poblaciones 
diploides y su posterior expansión. Estudios en 
curso en poblaciones diploides y en las zonas de 
contacto diploide-tetraploide permitirán dilucidar 
cuáles son las consecuencias genéticas y evolutivas 
de estos mecanismos de restitución en T. sidoides.
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