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Abstract. Pereira Siihsner C., A. 1. Honfi, M. S. Ferrucci & N. Deginani. 2016. Microsporogenesis of three species
of subgenus Passiflora (Passiflora, Passifloraceae) from Paraguay. Darwiniana, nueva serie 4(1): 45-56.

The aim of the present study was to characterize karyologically species of Passiflora L. from Félix
Pérez Cardozo District, Guaira, Paraguay. The chromosome numbers in meiosis 2n = 911 for P. alata
Curtis and P. caerulea L. are reported for the first time. Chromosome number for P. edulis Sims (2n =
91l) is also confirmed. Meiotic behaviour in all studied species was normal with regular chromosome
segregation. The most frequent chromosome associations were bivalents at diakinesis and metaphase
I. Few meiotic irregularities were observed, such as lagging chromosomes and asynchronous phases
of meiosis II, however, pollen viability was high, between 78.83% and 98.6%. The obtained results
confirms x = 9 as the basic chromosome number for subgenus Passiflora. The present study is a rele-
vant contribution to the knowledge on the cytogenetics of species of Passiflora subg Passiflora from
Paraguay.
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Resumen. Pereira Siihsner C., A. 1. Honfi, M. S. Ferrucci & N. Deginani. 2016. Microsporogénesis de tres especies
del subgénero Passiflora (Passiflora, Passifloraceae) de Paraguay. Darwiniana, nueva serie 4(1): 45-56.

El presente trabajo tuvo por objeto caracterizar carioldgicamente las especies del género Passiflora
L., subgénero Passiflora, del Distrito Félix Pérez Cardozo, Guaira, Paraguay. Por primera vez, se da a
conocer el nimero cromosdmico en meiosis 2n = 91l para P. alata Curtis y P. caerulea L. También, se
confirma el nimero cromosdmico de 2n =91l para P. edulis Sims. El comportamiento meiotico en todas
las especies estudiadas fue normal, con segregacion regular de los cromosomas. La asociacion cromo-
somica frecuentemente encontrada en diacinesis y metafase I fue de bivalentes. Las pocas irregularida-
des meidticas observadas consistieron en cromosomas rezagados en anafase [ y fases asincronicas en
meiosis I, sin embargo, la viabilidad de polen es alta, entre 78,83% y 98,6%. Los resultados confirman
x =9 como niimero basico para el subgénero Passiflora. Este estudio es una importante contribucion al
conocimiento sobre la citogenética de las especies de Passiflora subg Passiflora de Paraguay.
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INTRODUCCION

El género Passiflora L. es uno de los mas im-
portantes de la familia Passifloraceae por compren-
der mas de 500 especies con alto valor econémico
para la alimentacion, la industria farmacéutica y
como ornamental. Habita regiones tropicales y se
distribuye principalmente en el continente ameri-
cano (Baillon, 1886; Killip, 1938; Ulmer & Mac-
Dougal, 2004).

Aproximadamente el 30% de las especies de
Passiflora posee informacion sobre el numero cro-
mosomico (Soares-Scott et al., 2005), se registran
especies diploides y poliploides. El nimero basico
de cromosomas para subgéneros y diversos gru-
pos de especies aun resulta controversial. Storey
(1950), basandose en estudios realizados en dife-
rentes especies, hibridos interespecificos y razas
poliploides de Passiflora, propuso como niimero
basico x =3 6 6 para el género. Otros autores defi-
nen como numero basico para Passiflora x =12,
en lugar de x = 6, este ltimo es considerado ex-
clusivo del subgénero Delacoba (DC.) Rchb., y es
calificado como una autapomorfia del subgénero
(De Melo & Guerra, 2003).

Hansen et al. (2006) relacionaron los clados
de Passiflora con el nimero cromosoémico de las
especies que los integran, y caracterizaron con el
numero haploide a los subgéneros Delacoba x =
6, Passiflora x =9 y x = 12 para Astrophea (DC.)
Mast. y Deidamioides (Harms) Killip. En general,
las especies conocidas cromosémicamente pueden
agruparse sobre la base del nimero gamético
de cromosomas (n) en tres grupos, reuniendo
subgéneros y especies de la siguiente manera: i) n
=6,12, 18; i) n = 10 y iil) n = 9, 36 (De Melo
et al, 2001). Estos autores reunen en el primer
grupo citologico, a especies diploides (2n = 12),
tetraploides (2n = 24) y hexaploides (2n = 36) con
similaridades carioldgicas, tales como cariotipos
formados por cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos y nucleo interfasico de tipo
areticulado (subg. Astephia Killip, Astrophea,
Plectostemma Mast., Pseudomurucuja (Harms)
Killip y Psilanthus (DC.) Killip). El segundo grupo
retne 20 especies diploides con 2n = 18 y n = 911
junto a un raro registro de 2n = 72 cromosomas,
cuyos rasgos comunes son el tamafio cromosémico
y nucleos de interfase de tipo semireticulado (subg.
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Calopathanthus (Harms) Killip, Distephana (Juss.)
Killip, Granadillastrum Triana & Planc., Passiflora,
Tacsonia (Juss.) Triana & Planc. y Tacsonioides
(DC.) Killip). Finalmente en la ultima categoria,
se ubica una sola especie (subg. Dysosmia (DC.)
Killip) que posee 2n = 20 pequeflos cromosomas,
formacion de 10 II en meiosis y el ntcleo de
interfase de tipo areticulado.

Los estudios del género en Paraguay son esca-
sos, constituyendo principalmente estudios de la
flora regional, estudios floristicos, o de plantas me-
dicinales (Sandoya, 1994; Céspedes et al., 2008;
Pin et al., 2009; Pereira et al., 2009). El informe del
Conservatoire et Jardin Botaniques, Ville de Gene-
ve (Suiza) y Missouri Botanical Garden, Saint-
Louis, MO (USA), elaborado por R. Spichiger &
N. Rasolofo (2002), estima que existen 18 especies
de Passiflora distribuidas ampliamente por el terri-
torio paraguayo, mientras que en el Catalogo de la
Flora del Cono Sur (Zuloaga et al., 2008) se men-
cionan 23 especies.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar
la meiosis y la viabilidad del polen de las especies
del subgénero Passiflora del género Passiflora L.,
procedentes del Distrito Félix Pérez Cardozo, De-
partamento Guaira, Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Las especies estudiadas (Passiflora alata Cur-
tis, P. caerulea L., P. edulis Sims) han sido colec-
cionadas en el distrito Félix Pérez Cardozo, Dpto.
Guaira, Paraguay. Se coleccionaron un total de 46
ejemplares del género, cuyos ejemplares de herba-
rio se depositaron en el Herbario de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales - Universidad Nacio-
nal de Asuncion (FaCEN — UNA) (Tabla 1).

Para la identificacion taxonémica de las espe-
cies fueron utilizados los criterios de Killip (1938)
y Deginani (1999; 2001). A los fines de elaborar
una base de datos citogenéticos util de las especies
de Passiflora, también se constataron las sinoni-
mias.

Para estudiar la microsporogénesis, se obtuvie-
ron anteras inmaduras a partir de botones florales
jovenes fijados directamente en el campo durante
las colecciones botanicas. La fijacion del material,
se realizo con etanol absoluto: acido lactico glacial
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Tabla 1. Lista de especies de Passiflora estudiadas, de Paraguay, Depto. IV. Municipio Félix Pérez Cardozo; datos de

coleccion y georreferencias.

Especie

Passiflora alata Curtis *

P. caerulea L. *

P. caerulea L. *

Localidad y ejemplar testigo
Casco urbano. Pe47 (FACEN)
Casco urbano. Pe50 (FACEN)
Casco urbano. Pel (FACEN)
Casco urbano. Pe2 (FACEN)
Casco urbano. Pe3 (FACEN)
Cerrito. Pe4 (FACEN)
Casco Urbano. Pe5 (FACEN)
Casco Urbano. Pe7 (FACEN)
Estacion Costa. Pe9 (FACEN)
Casco Urbano. Pell (FACEN)
Casco Urbano. Pel3 (FACEN)
Casco Urbano. Pel4 (FACEN)
Casco Urbano. Pel5 (FACEN)
Cerrito. Pel6 (FACEN)
Casco Urbano. Pel7 (FACEN)
Cerrito. Pel8 (FACEN)
Casco Urbano. Pel9 (FACEN)
Cerrito. Pe20 (FACEN)
Potrero Melgarejo. Pe21(FACEN)
Casco Urbano. Pe22 (FACEN)
Estacion Costa. Pe23 (FACEN)
Estacion Costa. Pe24 (FACEN)
Potrero Melgarejo. Pe25 (FACEN)
Cerrito. Pe27 (FACEN)
Cerrito. Pe28 (FACEN)
Cerrito. Pe29 (FACEN)

Cerrito. Pe30 (FACEN)

Georreferencia (UTM)
-25,74194444 /-56,52388889
-25,74111111 / -56,52583333
-25,74555556/-56,52222222
-25,74 / -56,52222222
-25,745/-56,52222222
-25,75277778 /-56,53055556
-25,74083333 /-56,52222222
-25,74416667 /-56,52277778
-25,73805556/-56,51888889
-25,74083333 /-56,52222222
-25,745 /-56,52222222
-25,745/-56,52222222
-25,745 / -56,52222222
-25,74305556 / -56,5225
-25,745/-56,52222222
-25,75277778 /-56,53055556
-25,745 /-56,52222222
-25,74305556 / -56,5225
-25,74111111 / -56,52722222
-25,74666667 /-56,52027778
-25,75083333/-56,52027778
-25,75555556/-56,51416667
-25,73527778/-56,52777778
-25,75277778 /-56,52027778
-25,75361111 /-56,51916667
-25,75555556/-56,51916667

-25,74361111 /-56,52888889
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Especie

Passiflora edulis Sims.
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Localidad y ejemplar testigo

Cocuere Guazu. Pe3! (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe36 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe37 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe38 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe39 (FACEN)
Casco Urbano. Pe40 (FACEN)
Potrero Melgarejo. Pe41 (FACEN)
Casco Urbano. Pe42 (FACEN)
Casco Urbano. Pe43 (FACEN)
Casco Urbano. Pe44 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe46 (FACEN)
Cerrito. Pe62 (FACEN)

Potrero Melgarejo. Pe26 (FACEN)
Casco Urbano. Pe32 (FACEN)
Casco Urbano. Pe33 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe34 (FACEN)
Cocuere Guazu. Pe35 (FACEN)
Potrero Melgarejo. Pe53 (FACEN)

Cocuere Guazu. Pe54 (FACEN)

Georreferencia (UTM)
-25,76305556 /-56,51138889
-25,77083333/-56,50166667
-25,75833333/-56,50833333
-25,77166667 /-56,50222222
-25,76972222 /-56,50472222
-25,745 /-56,52222222
-25,74 / -56,55277778
25,745 / -56,52222222
-25,745 /-56,52222222
25,745/ -56,52222222
-25,76888889 / -56,51611111
-25,74361111 /-56,52888889
-25,74055556 /-56,55277778
-25,74555556 /-56,52194444
25,74/ -56,52138889
-25,7625/-56,51138889
-25,76444444 / -56,51194444
-25,74111111 / -56,52722222

-25,77083333 /-56,505

* Primer estudio meiotico para la especie

en proporcion 5:1 (Fernandez, 1973). A fin de ob-
servar las células madre del polen (CMP), se reali-
706 una incision transversal de la antera y luego se
macerd suavemente en una gota de carmin acético
al 2%. Posteriormente se aplast6 el material y se
observo al microscopio optico. Los preparados con
CMP se hicieron permanentes con solucion de Ter-
pentina de Venecia, para ello se agrego6 una gota de
dicha solucion en uno de los bordes del cubreob-
jeto y se facilitd su difusion colocando en el lado
opuesto un triangulo de papel de filtro para absor-
ber el colorante. Se dejo secar el medio de montaje
al menos por 72 horas.

Los estudios de viabilidad del polen se realiza-
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ron con la técnica de carmin: glicerina (1:1), se dejo
actuar el colorante durante 48 horas y se determin6
el porcentaje de granos de polen tefiidos sobre un
minimo de 1000. La clasificacioén del tamafio del
grano de polen se basoé en el eje de mayor longitud
(eje polar o diametro ecuatorial), de acuerdo al cri-
terio de Erdtman (1966): <10 um muy pequefio, 10
a 25 um pequefio, 25 a 50 um mediano, 50 a 100
um grande, 100 a 200 um muy grande, >200 um
gigante.

Las fotomicrografias fueron tomadas con ca-
mara digital MOTICAM (2006), incorporada al
microscopio 6ptico marca OLYMPUS serie CX31
con ocular de 100x.
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Fig. 1. Microsporogénesis de Passiflora alata. A, CMP en diplotene con 91I. B, Grano de polen coloreado, viable. C,
Grano de polen no coloreado, no viable.

Tabla 2. Viabilidad de polen para las especies de Passiflora estudiadas.

Viabilidad de Polen %, Inviables
Especie Ejemplar
(%) Vacios Colapsados
P. alata Pe50 98,6 0,8 0,6
Pel 70,30 0,20 29,50
Pe2 99,20 0,80 0
Pe3 97,70 2,30 0
Ped 97,70 2,30 0
Pe9 53,60 0,10 46,30
Pels 98,70 1,30 0
Pe24 96,20 3,80 0
P. caerulea Pe25 63,10 36,90 0
Pe36 94,00 0,50 5,50
Pe38 93,80 0,20 6,00
Peql 84,20 0,50 19,30
Peq2 81,70 12,70 0
Pe43 92,20 3,20 4,60
Pe46 66,10 33,90 0
X 84,61 7,05 8,34
Pe53 95 3 2
P. edulis Pe54 97,60 1,30 1,10
X 96,30 2,15 1,55
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Fig. 2. Microsporogénesis de Passiflora caerulea A, CMP en diplotene, con 9 II. B, CMP en telofase I. C, CMP en
metafase 1. D, CMP en anafase II (flecha sefiala un cromosoma rezagado). E, CMP en anafase II avanzada, asincronica
(flecha sefala dos cromosomas rezagados). F, CMP en telofase II con primer fragmoplasto formado. G, CMP con los
cuatro ntcleos en telofase I1. H, Tétrade de microsporas reducidas (n). I, Tétrade de microsporas, dos microsporas con
dos nucléolos de diferente tamafio rodeados por la membrana nuclear, dos microsporas con sélo uno por nicleo. J,
Grano de polen con citoplasma coloreado, viable. K, Grano de polen con citoplasma no coloreado, inviable.
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Fig. 3. Microsporogénesis de P. caerulea L. (Pe39). A, CMP en profase temprana. B, Microspora con n = 9. Un cro-
mosoma ausente en otro plano. C, Poliadas con microsporas libres. D, E, Tétrade con cuatro microsporas. F, Poliada
con seis microsporas. G, Poliadas con ocho microsporas. H, Poliada con doce microsporas. La barra indica 10 pm.

51



RESULTADOS

Passiflora alata Curtis.

Se analiz6 el comportamiento meiodtico de una
procedencia de esta especie y se encontrd que el
nucléolo es persistente hasta metafase I y la Gnica
asociacion cromosomica encontrada en diacinesis
y metafase I han sido 91I en todas las CMP analiza-
das (Fig. 1A). La meiosis tiene un comportamien-
to regular y concluye con la formacion de cuatro
microsporas que daran origen a cuatro granos de
polen (n). La viabilidad del polen ha sido 98,6 %,
los granos inviables son ligeramente mas pequeilos
que los viables (Figs. 1B-C, Tabla 2). Se observa-
ron dos tipos de granos inviables, vacios y colapsa-
dos en promedio de 0,8 % y 0,6 % respectivamente.

Passiflora caerulea L.

Se analizaron 19 procedencias de esta espe-
cie y en todas se encontraron 2n= 9II. (Tabla 1).
La tnica asociacion cromosomica encontrada en
diacinesis y metafase I ha sido 9II (Fig. 2A). El
comportamiento meiodtico ha sido regular en to-
das las procedencias analizadas (Fig. 2B-C, F). La
mayoria de las CMP en anafase I presentan com-
portamiento cromosomico regular durante la se-
gregacion. Ocasionalmente se observaron compor-
tamientos meiodticos inusuales, como la presencia
de uno o dos pares de cromosomas rezagados (Fig.
2D-E). La presencia de cromosomas rezagados ha
sido frecuentemente observada en anafase II. La
disposicion y orientacion de los husos acromaticos
durante la meiosis II fue generalmente perpendi-
cular (Fig. 2D) y rara vez se observaron paralelos
(Fig. 2E). En algunas CMP en metafase Il y anafa-
se II se observo comportamiento asincronico de los
cromosomas, es decir, que los conjuntos cromo-
somicos de cada huso acromatico se encontraban
en distintas etapas de la migracion. Se observaron
cuatro microsporas como producto meiotico (Fig.
2H), ocasionalmente se observa una o dos micros-
poras con dos o tres nucléolos por nucleo (Fig. 21).
La meiosis concluye con la formacion de cuatro
microsporas genéticamente reducidas (n) (Fig.
2@G). La viabilidad del polen en promedio ha sido
84,61 %, los granos inviables son ligeramente mas
pequetios que los viables (Figs. 2J-K, Tabla 2). Se
observaron dos tipos de granos inviables, vacios y
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colapsados con porcentaje promedio de 7,05 % y
8,34 % respectivamente.

Por otro lado, una de las accesiones de P. caeru-
lea (Pe39), presentd una meiosis regular (Fig.
3A-B) y como resultado post-meidtico poliadas
con microsporas libres, o tétradas o poliadas con
seis, ocho, diez o doce microsporas (Figs. 3C-H),
que probablemente resultan de divisiones mitoti-
cas subsiguientes a la formacion de la tétrade de
microsporas, cromosomicamente reducidas (n).
Dichas poliadas estan formadas por microsporas
(n) y todas rodeadas por calosa (Figs. 3C-H). Los
granos de polen son de tamafo mediano, cuyo eje
polar oscila entre 25 pm y 50 pm. La viabilidad
del polen para esta accesion (Pe39) fue 52,76 %,
y el 47,24 % restante refiere a polen inviable y de
tamafio diverso.

Passiflora edulis Sims

Se analizaron 2 procedencias de esta especie
y en ambos casos se encontraron 2n = 911. En di-
plotene, diacinesis y metafase I se encontraron 911
en todas las células analizadas (Figs. 4A-B). La
mayoria de las CMP presentaron comportamiento
cromosomico regular durante la segunda division
meiotica (Fig. 4C). La orientacion del huso en la
anafase Il fue generalmente perpendicular (Fig.
4D), rara vez en paralelo (Fig. 4E). Se observaron
tétradas con cuatro microsporas como producto
meiotico (Fig. 4F). El promedio de granos de polen
viables fue 96,30 % (Figs. 4G- I; Tabla 2).

DISCUSION

Hansen et al. (2006) relaciond el numero ba-
sico de cromosomas con los cuatro subgéneros:
Astrophea, Deidamioides, Delacoba y Passiflora
(Feuillet & MacDougal, 2003). Las tres especies
aqui analizadas corresponden al subgénero Passi-
flora, que se caracteriza por reunir especies con
x=09.

Se menciona por primera vez el comporta-
miento meidtico con n = 911 para P. caerulea y
P. alata; no obstante, Heitz (1926), Nakajima
(1931), Simonet & Miedzyrzecki (1932), Bowden
(1940, 1945), De Melo (2001) y Chiapero et al.
(2013) reportaron para P. caerulea 2n = 18. De
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Fig. 4. Microsporogénesis en Passiflora edulis Sims. A, CMP en diplotene, con 9 II. B, CMP en Metafase I, 911. C, D,
CMP en metafase II. E, CMP en telofase II. Notese husos perpendiculares en D y paralelos en E. F, Tétrade de micros-
poras reducidas. G, Grano de polen con citoplasma coloreado, viable. H, Grano de polen con citoplasma colapsado,
inviable. I, Grano de polen con citoplasma no coloreado, inviable.

igual manera, para P. alata Storey (1950), Gue-
rra (1986), De Melo (2001, 2003) y Sorza (2003)
observaron 2n = 18. El nimero cromosémico ha-
llado en meiosis de P. edulis 2n = 9II, coincide
con la cita de Gill et al. (1984) y con los reportes
de Janaki Ammal (1945), Storey (1950) y Guerra
(1986) quienes encontraron 2n = 18 cromosomas
en mitosis.

Todas las especies resultaron diploides con
comportamiento regular durante la microsporo-
génesis y forman granos de polen viables. Estos
resultados coinciden con las observaciones de va-
rios autores (De Melo et al., 2001; Souza, 2002;
Souza et al., 2003), quienes estudiaron la meiosis
de otras especies diploides y donde la asociacion
cromosomica mas frecuentemente observada fue-
ron bivalentes. Diversos trabajos reportaron irre-

gularidades durante la meiosis, como la presen-
cia de univalentes, cromosomas rezagados, fases
asincronicas, puentes anafasicos, micronucleos,
citocinesis aberrante y microcitos, apareamiento
de cromosomas de tamafios diferentes, asociacio-
nes secundarias de los cromosomas en metafase
I, diferentes posiciones del huso acromatico for-
mando distintos patrones de tétradas y degenera-
miento citoplasmatico (Barbosa & Vieira, 1997a;
Olaya, 2002; Souza et al., 2003). Sin embargo, en
las especies analizadas el comportamiento fue re-
gular durante la segregacion cromosomica en ana-
fase I, y concuerda con lo reportado por Barbosa
& Viera (1997a, b), De Melo et al. (2001) y Souza
(2002).

La viabilidad del polen esta relacionada con el
comportamiento meiotico o eventos post-meioti-
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cos (Barrios, 2005; Souza et al., 2008). Ferreira
(1994) considera que las especies de Passiflora
con 2n = 18 presentan una meiosis regular y alta
fertilidad, consideracion que concuerda con las
especies analizadas aqui, que presentaron una via-
bilidad del polen cuyo rango varia entre 78,83%
y 98,6%.

La formacion de poliadas en una de las acce-
siones de P. caerulea resulta un dato novedoso en
la especie pero ya fueron encontradas en el géne-
ro. La presencia de esporadas diferentes a tétrades
de microsporas, resultantes de la meiosis ha sido
observada en P. amethystina Mikan, P. cincinnata
Mast., P. edulis Sims., P. gibertii N. E. Brown, P.
kermesina Link & Otto, P. malacophylla Mast., P.
mucronata Lam., todas con 2n = 18 cromosomas,
P. rubra L. 2n = 12), P. pentagona Mast. y P.
suberosa L. (2n = 24) (Souza y Santana Pereira,
2011), sin embargo fueron entendidas como re-
sultantes de anomalias en la disposicion del huso
acromatico en meiosis II.

Una de las explicaciones posibles para el ori-
gen de las poliadas de la accesion P39 podria con-
siderar que en lugar de tétradas de microsporas, se
formaron otras esporadas con mayor nimero de
células, sin embargo, no se observaron indicios de
comportamiento meidtico irregular que sustenten
esta hipotesis. Mas probablemente, se trata de un
proceso donde las tétradas de cuatro microsporas
formadas por meiosis permanecen rodeadas por
calosa mientras se dividen por mitosis sucesivas
dando lugar a la poliada. Ademas, las poliadas
observadas en Pe 39, sugieren que las mitosis
post-meiosis no ocurren simultdneamente en to-
das las microsporas, y por esa razon las mismas
contienen 6, 8, 10 o 12 microsporas de diverso ta-
mafio. Cada microspora forma un grano de polen
de diferente tamaio explicando la heterogeneidad
observada en el tamaiio del polen.

CONCLUSIONES

El presente trabajo constituy6 el primer estudio
citologico para las especies de Passiflora subgé-
nero Passiflora del distrito Pérez Cardozo de Pa-
raguay. Los resultados obtenidos confirman x =
9 como numero basico para el subgénero y cons-
tituyen un importante aporte al conocimiento so-
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bre la distribucion, taxonomia y evolucion de las
especies de Passiflora, asi como también son de
utilidad para el mejoramiento genético, la conser-
vacion y manejo de estos recursos genéticos de in-
terés alimenticio y ornamental.
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