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RESUMEN

Vite et al. (1996), determinan la presencia de un hibrido entre Cephalocereus
columna-trajani (Karw.) K. Schum., y Neobuxbaumia tetetzo (Web. ex K. Schum.),
mencionando en el mismo trabajo la probable esterilidad del hibrido. En la
presente investigacion se estudia comparativamente el desarrollo de los granos de
polen, el polen maduro y su viabilidad en las dos especies parentales y en su
hibrido. Mediante la prueba de Alexander -realizada durante tres periodos de
floracién distintos-, la microtecnia convencional y el andlisis palinolégico, se
obtuvieron los siguientes resultados: el desarrollo de los granos de polen en las
especies parentales y en el hibrido sigue el patron descrito para la tribu
Pachycereeae, para la subfamilia Cactoideae y para la familia Cactaceae en
general. Los granos de polen maduros presentan las mismas caracteristicas
morfoldgicas, siendo mas parecidos el polen del hibrido y el de Cephalocereus
columna-trajani. Por dltimo la viabilidad de los granos de polen es superior al 90%
para las dos especies parentales y para el hibrido. Se concluye que la
microsporogénesis y la microgametogénesis son procesos semejantes en el
hibrido y en sus especies parentales, y que no existe esterilidad en cuanto a la

funcién masculina se refiere.



l. INTRODUCCION

La familia Cactaceae es endémica de América y su distribucion abarca
practicamente todo el continente. Estas plantas se han diversificado a través de
casi todos los ambientes naturales, pero aproximadamente el 70% se ha
establecido en las regiones aridas y semiaridas (Becerra, 2000) donde se
mantienen diversos tipos de vegetacion, incluido el matorral xer6filo, que cubre la
mayor parte de la peninsula de Baja California, grandes extensiones de la planicie
costera y grandes éareas de la altiplanicie, desde Chihuahua y Coahuila, hasta
Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Edo. de México, Querétaro, Puebla y Oaxaca

(Rzedowski, 1988).

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Reserva de la Biésfera desde 1998, ubicado en
los estados de Puebla y Oaxaca) mantiene 19 tipos de vegetacion (Villasefior et
al., 1990), incluyendo al matorral xerofilo (32.9% del valle) y particularmente al
matorral crasicaule, que se caracteriza por la presencia de cactaceas columnares
(CONANP, 2007), las cuales son componentes principales de este tipo de
ambiente en las zonas aridas y semiaridas (Casas, 2002). El valle es reconocido
por la gran cantidad de estas cactaceas que, agregadas, dan lugar a grandes
bosques, con densidades que pueden alcanzar entre 1200 y 1800 individuos por

hectarea (Valiente et al., 2009).



Dos géneros caracteristicos del valle de Tehuacan-Cuicatlan son Neobuxbaumia
y Cephalocereus, los cuales se encuentran distribuidos ampliamente,
traslapdndose en zonas determinadas (Arias et al.,, 1997). Vite et al. (1996)
estudiaron dos especies de cactaceas columnares: Neobuxbaumia tetetzo y
Cephalocereus columna-trajani (Figs. 1a y 1c), cuyas poblaciones se traslapan en
ciertas zonas (Vite et al., 1996). De acuerdo a los resultados de estos autores, en
las zonas de traslape de las dos especies, se presentan individuos con
caracteristicas morfoldgicas intermedias, tales como: el nimero de aredlas por
area, numero de ramas y numero de costillas, por lo cual no es posible incluirlos
facilmente en alguna de estas dos especies. Estas observaciones los conducen a
proponer la existencia de un hibrido natural (Fig. 1b) entre Neobuxbaumia tetetzo
y Cephalocereus columna-trajani (Vite et al. 1996). En la misma investigacién se
propone la posible esterilidad del hibrido como una hipotesis de trabajo. Dado que
en la actualidad estda comprobada la produccién de frutos y de semillas que
germinan exitosamente en el hibrido, si acaso se presentara la esterilidad, estaria
confinada a la parte reproductora masculina. Es por ello que en la presente
investigacion se estudié el desarrollo de polen en el hibrido entre Neobuxbaumia
tetetzo y Cephalocereus columna-trajani y en sus especies parentales, con el
propdsito de saber si los granos de polen de las dos especies parentales y del
hibrido se desarrollan de forma tal que al final del desarrollo sean

morfolégicamente viables y puedan germinar.
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1. Individuos pertenecientes a la tribu Pachycereeae. a)Neobuxbaumia tetetzo, b) taxén

Fig.
hibrido c) Cephalocereus columna-trajani.




[I. ANTECEDENTES

Il. 1. El androceo

Las flores llamadas completas, presentan tanto estructuras reproductivas
femeninas (gineceo) como masculinas (androceo). El androceo es el término
colectivo que se le da a todas las estructuras reproductivas masculinas
(estambres). Muchas angiospermas tienen estambres con filamentos (delgados,
alargados y estériles) que sostienen a los microsporangios (estructuras donde se
producen las microsporas) en su apice. Los microsporangios forman parte de una
estructura fértil llamada antera, dentro de la cual, a través de procesos como la
microsporogénesis y la microgametogénesis, células diploides dan origen a
granos de polen haploides, los cuales transportan los gametos de la planta (Raven

y Johnson, 2002).

Il. 2. Desarrollo de antera, microsporogénesis y microgametogénesis

Inicialmente el alargamiento celular y una mitosis diferencial en cada esquina del
primordio de la antera dan lugar a cuatro l6bulos, que corresponden a los
microsporangios (Greyson, 1994) constituidos por una protodermis, una
hipodermis y tejido meristematico. Las células subepidérmicas se desarrollan en
células arquesporiales que a su vez se dividen periclinalmente para dar lugar a lo
gue sera la pared del microsporangio (capa parietal) y al tejido esporégeno
(Batygina, 2002). Las células de la capa parietal se dividen periclinalmente para
formar dos capas de células: la externa (capa parietal primaria) y la interna que es
la capa parietal secundaria. La capa parietal primaria formara el endotecio y la

secundaria el tapete (Greyson, 1994). El origen de la(s) capa(s) media(s)



depende del tipo de desarrollo que tenga la pared de la antera, originandose, ya
sea, a partir del tejido que da origen al endotecio (dicotiledéneas) o a partir del
tejido que da origen al tapete (monocotiledéneas). EI nUmero de capas medias es
variable (Johri, 1992). El endotecio es una estructura de sostén que presenta una
gran variedad de formas y que a medida que la antera se aproxima a la
dehiscencia (apertura) sufre engrosamientos (Esau, 1976). Cuando esta cercana
la dehiscencia, el endotecio pierde agua y se colapsa de tal manera que abre el
estomio (fisura en el endotecio) dejando una abertura para la salida de los granos
de polen (Fahn, 1990). El tapete (o tapetum) es un continuo de células que
pueden ser uni, bi, o plurinucleadas y ricas en material cromatinico (Esau, 1976)

gue se encuentran adyacentes al |6culo de la antera.

Las células espordogenas diploides comienzan a dividirse mitéticamente en
diferentes planos, dando lugar a las células madre de las microsporas (CMMi)
(Fahn, 1990). Las CMMi se rodean de calosa y sufren meiosis dando lugar a
cuatro células (microsporas haploides) que corresponden a las tétradas de
microsporas (Shivanna, 2003). Desde el momento en que las microsporas son
liberadas de sus respectivas tétradas, debido a la accién de la calasa (producida
por el tapete), que degrada la pared de calosa, el tapete (secretor) comienza a
producir los precursores de la exina, es decir, la protoesporopolenina y la
esporopolenina que se asientan en la superficie de la microspora, sobre la pared
de intina producida por la propia microspora (Dafni et al, 2000). Cuando esto
sucede el tapete degenera y libera sustancias importantes para el grano de polen,

tales como el pollenkit y la elastoviscina que tienen como funcion principal



participar en la dispersion exitosa del polen (Dafni et al., 2000). Por ultimo, el
nacleo de cada microspora se divide asimétricamente dando lugar a una célula
vegetativa grande (que contiene los plastos y las mitocondrias) y una célula
generatriz pequefia sin organelos. La célula generatriz por medio de una nueva
mitosis produce dos células espermaticas que representan a los gametos

masculinos (Shivanna, 2003).

Il. 2. 1 Microsporogénesis y microgametogénesis en la familia Cactaceae

En la familia Cactaceae, particularmente, la antera es tetrasporangiada y su pared
estd compuesta de una epidermis, un endotecio fibroso, wuna capa media
monoestratificada y un tapete (Johri, 1992). La epidermis es persistente y
ligeramente lignificada, el endotecio desarrolla engrosamientos y la capa media
es efimera. El tapete es glandular (secretor) con células multinucleadas (Davis,

1966).

El proceso de meiosis es simultaneo para las células madre de las microsporas y
el resultado de este proceso son tétradas de tipo tetraédrico. Los granos de polen

son tricolpados y liberados al medio en etapa tricelular (Johri, 1992).

Cabe destacar que aunque existen algunos trabajos sobre el desarrollo de las
anteras y granos de polen en la familia Cactaceae (Tabla 1) son pocos los

enfocados a miembros de la tribu Pachycereeae (Nufiez-Mariel et al. 2001 y



2005), en la cual se encuentran los géneros de cactaceas columnares (NUfiez-

Mariel, 2005).

Tabla 1. Estudios dedicados al desarrollo de la antera y los granos de polen en la familia
Cactaceae (Modificado de NUfiez-Mariel, 2005).
Especie Referencia

Subfamilia PERESKIOIDEAE

Pereskia aculeata Tiagi , 1967
P. bleo Tiagi, 1967
P. grandifolia Tiagi, 1967
P. lychnidiflora Jiménez, 2002
P. nemorosa Neuman, 1935

Subfamilia OPUNTIOIDEAE

Opuntia dillenii Tiagi, 1954

O. spinosissima Strittmatter et al., 2002
O. stenopetala Orozco, 2002

O. tomentosa var. tomentosa Flores, 2002

Subfamilia CACTOIDEAE
Tribu Cacteae
Ferocactus wislizeni Kapil y Prakash, 1969

Tribu Cereeae )
Cereus jamacaru Kapil y Prakash, 1969

Tribu Hylocereeae

Benega - Garcia et al., 2009
Benega - Garcia et al., 2009
Benega - Garcia et al., 2009
Garcia de Almeida et al. 2010

Hylocereus polyrhizus

H. undatus

Selenicereus megalanthus
Epiphyllum phyllantus

Tribu Pachycgregae Nufiez-Mariel et al., 2001
Pachycereus militaris . Nufiez-Mariel et al., 2005

Nufez-Mariel et al., 2005

P. fulviceps Nufiez-Mariel et al., 2005
P. gaumeri Nufiez-Mariel et al., 2005
P. pringlei Nufez-Mariel et al., 2005

Myrtillocactus geometrizans

Tribu Pterocacteae

Gotelli, 2009
Pterocactus australis Gotelli, 2009
P. araucanus Gotelli, 2009
P. hickenii Gotelli, 2009

P. valentinii

e El cuadro ha sido modificado para mostrar solamente los estudios que tienen como objeto de estudio
la antera y han sido afiadidos otros (autores en letras oscuras)




Il. 3. Hibridacion

El fenbmeno de hibridacién natural se presenta cuando dos taxa diferentes
genéticamente se cruzan y logran producir descendencia, la cual puede ser estéril
o no (Friedrich, 1974). La hibridacion exitosa es relativamente comdn en la
naturaleza (Arnold et al., 2001) y se presenta con mayor frecuencia entre especies
del mismo género, siendo menos frecuente entre especies de géneros distintos
(Niklas, 1997). Esto obedece a la incompatibilidad entre organismos alejados
filogenéticamente (Arnold y Hodges, 1995), por lo tanto, la produccién de un
hibrido plantea dudas con respecto a si se desarrolla de manera normal. Algunos
cientificos puntualizan el hecho de que muchos hibridos naturales exhiben una
reduccion en viabilidad y en fertilidad (Templeton, 1981). Los hibridos
intergenéricos, por ejemplo, pueden presentar anormalidades en el desarrollo y
funcionamiento de las estructuras reproductoras o una segregacion anormal de los
cromosomas, debido a una incongruencia genética (Lester y Kang, 1998). Por
estas razones los hibridos pueden ser estériles y esta esterilidad total o parcial

puede derivar en su desaparicion, sin llegar a representar una nueva especie.

Dentro de la gran variedad de plantas, la familia Cactaceae ha demostrado tener
una gran predisposicion para la hibridacion intergenérica o interespecifica, lo que
permite suponer un escaso desarrollo de barreras reproductivas ya sea

precigoticas o postcigoticas (Machado, 2008).

Por otra parte, existe aun la controversia acerca de si la hibridacion es importante

en el proceso evolutivo o no. Algunos estudios, a nivel molecular, han demostrado



gue la hibridacion juega un papel significativo en la evolucion de las plantas
(Rieseberg y Ellstrand, 1993), aunque contribuye de manera variable en el
proceso evolutivo segun el taxdn (Kirk et al., 2004). Este fenbmeno puede brindar
fenotipos y combinaciones alélicas nuevas con relacion a las especies parentales
(Burke y Arnold, 2001), presentandose un aumento en la diversidad genética, que
da origen a variaciones adaptativas por la mezcla de genotipos (Cruz, 2002). Se
ha sefalado también que la hibridacidbn genera caracteres adaptativos -que
pueden aumentar su adecuacion o permitirles invadir nuevos habitats- mucho méas
rapido de lo que los generaria el proceso continuo de mutacion (Stebbins, 1959).
Las variaciones adaptativas pueden hacer menos o0 mas apto al hibrido y segun
Investigaciones recientes, los hibridos pueden ser mas aptos que los individuos de
sus especies parentales (Arnold et al., 1999). De resultar apto el hibrido, existe la
posibilidad de que se establezca y compita exitosamente con otras especies y a la
larga represente una nueva especie (Friedrich, 1974). Entonces, a través de la
hibridacién natural se pueden generar nuevas especies y se piensa que puede ser
un importante estimulo para la reorganizacion genética o cromosémica desde el

punto de vista del modelo saltacionista de especiaciéon (Rieseberg, 1997).

Por ultimo, cabe destacar que la especiacion hibrida va mas alla de la formacion
del hibrido y del mantenimiento de una zona hibrida estable. La especiacidon
hibrida segun autores (Charlesworth, 1995; Rieseberg, 1997), involucra
posiblemente un evento fundador en el que hibridos de primera generacién
colonicen nuevas localidades y puedan aislarse espacial y ecolégicamente de sus

especies parentales.

10



[I. 3. 1. Hibridacién en cactaceas.

Hay numerosas investigaciones dedicadas al estudio de hibridos en plantas.
Dentro de éstas, las dedicadas al estudio de identificacion de hibridos o probables
hibridos en cactaceas no son pocas, sobre todo a partir de la segunda mitad del

siglo XX, donde el tema comenz6 a interesar mas a la comunidad cientifica.

Glass (1963), estudid un probable hibrido entre los géneros Myrtillocactus y
Lemaireocereus en México. Moran (1963) descubre dos hibridos naturales dentro
del género Bergerocactus también en México. Grant y Grant (1971) estudian la
hibridizacién natural entre Opuntia spinosior y Opuntia versicolor. Los mismos
autores reportan los fendémenos de hibridacion en la  especie Opuntia
phaeacantha en poblaciones de Texas (Grant y Grant, 1979) y descubren la
produccion de microespecies clonales de origen hibrido en la especie Opuntia

lindheimeri (Grant y Grant, 1980).

A partir de 1980 se han generado investigaciones que han tenido como objetivo
la identificacibn de hibridos intergenéricos e interespecificos en la familia
Cactaceae. Los hibridos intergenéricos e interespecificos reportados desde

entonces se enlistan en las Tablas 2 y 3 respectivamente.
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Tabla 2. Hibridos intergenéricos de la familia Cactaceae (modificado de Cruz, 2002).

Hibrido

Progenitores

Fuente

Cleistocana mirabilis

Cleistocactus fieldianus x
Matucana supertexta

Rowley (1994 citado en Hunt,
1999)

XEspostocactus

Cleistocactus icosagonus x
Esposota lanata

Mottram (1990 citado en Hunt,
1999)

XHaagespostoa albisetata

Haageocereus
pseudomelanostele x Esposota
melanostele

Rowley (1982 a)
Hunt (1999)
Anderson (2001)

XHeliochia vandessi

Heliocereus speciosus x
Nopalxochia phyllanthoides

Hawkes (1982)

XMyrtgerocactus lindsayi

Bergerocactus emoryi x

Morén (1962)

1963)

Myrtillocactus cochal Hunt (1999)

Anderson (2001)

XPacherocactus orcuttii Pachycereus pringlei X Rowley (1982b)
(nombrado asi por Moran, 1962, Bergerocactus emoryi Hunt (1999)

Anderson (2001)

Hibrido estéril

Neobuxbaumia tetetzo x
Cephalocereus columna-
trajani.

Vite etal. (1996)

XMyrtillenocereus

Myrtillocactus geometrizans x
Stenocereus dumortieri

Glass y Foster (1964), en
Avrias y Terrazas (2008) *
Rowley (2004)

XPachebergia apicicostata

Pachycereus pecten-aboriginum

x Backebergia militaris

Avrias y Terrazas (2008) *

*A este cuadro (Cruz, 2002) se le agregan

corresponden al cuadro original.

dos especies mas (xMyrtillenocereus y xPachebergia apicicostata) que no

Tabla 3. Hibridos interespecificos de la familia Cactaceae (Tomado de Cruz, 2002).

Hibrido

Progenitores

Referencia

Arrojadoa x albiflora

A. dinae spp. dinaex A.
rhodantha
A. dinae x A. rhodantha

Hunt (1999)

Anderson (2001)

Cleistocactus x crassiserpens

c. serpens x C. icogagonus

Hunt (1999)
Anderson (2001)

Disocactus x hybridus

D. phyllanthoides x D. speciosus

Anderson (2001)

D. x mallisonii

D. flagelliformis x D. speciosus

Anderson (2001)

D. x violaceus

D. ckermannii x D. speciosus

Anderson (2001)

Echinocereus. x X. roetteri

E. coccineus x E. dasyacanthus

Hunt (1999), Anderson (2001)

Echinopsis x cabrerae

E. strigosa x E. tersheckii

Hunt (1999)
Anderson (2001)

Hatiora x graeseri

H. gaertneri x H. rosea

Hunt (1999)
Anderson (2001)

Melocactus x albicephalus

M. ernestii x M. glaucescens

Taylor (1991, citado en Anderson,
2001)
Hunt (1999)

M. x horridus

M.ernestii x M. glaucescens

Taylor (1991, citado en Anderson,
2001), Hunt (1999)

Opuntia x aequatorials

O. pubescens x O.
soederstromiana

Hunt (1999)

O. x bakeri

O. pubescens x Opuntia

Madsen (1989 citado en Anderson
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soederstromiana

2001)

O. x berchiniana

O. humifusa x O. stricta

Hunt (1999)

0. x columbiana

O. fragilis x polyacantha var.
polyacantha

Anderson (2001)

O. x congesta

. acanthocarpa x O. whipplei
. acanthocarpa var. thornberi x
. whipplei

Hunt (1999)
Anderson (2001)

O. x cubensis

. dillenii x O. militaris
. militaris x O. stricta

Hunt (1999)
Anderson (2001)

O. x curvispina

ol[oNeliloNeoNe)

. clorotica x O. pinaeacantha

Hunt (1999)
Anderson (2001)

O.x deserta O. acanthocarpa var. coloradensis | Anderson (2001)
x O. echinocarpa
O. x fosbergii O. bigelovii x O. echinocarpa u O. | Hunt (1999)

phaecantha
O. bigelovii x O. echinocarpa

Anderson (2001)

O. x kelvinensis O. fulgida x O. spinosior Hunt (1999)
Anderson (2001)
O. x lucayana O. dillenii x O. nashii Hunt (1999)
Anderson (2001)
O. x multigeniculata O. echinocarpa x O. whipplei Hunt (1999)
Anderson (2001)
O. x neaorbuscula O. arbuscula x O. spinosor Hunt (1999)
Anderson (2001)
O. x occidentalis O. engelmanii x O. phaeacantha Anderson (2001)
O. x prolifera O. alcahes x A. cholia Mayer et al. (200)
O. x quipa 0. inamoena x O. palmadora Hunt (1999)
O. x spinosibacca O. eureispina x O. phaeacantha Hunt (1999)

Anderson (2001)

o

. X tetracantha

O. acanthocarpa var. major x O.
leptocaulis

Anderson (2001)

O. x vaseyi

O. littoralisx O. phaeacantha

Hunt (1999)
Anderson (2001)

O. x viridiflora O. imbricata x O. whipplei Hunt (1999)
Anderson (2001)

O. x vivipara O. arbuscula x O. versicolor Hunt (1999)
Anderson (2001)

O. x wootonii O. engelmannii x O. phaeacantha | Andeson (2001)

Pilosocereus x subsimilis P. magnificus x P. floccosus spp. Hunt (1999)
cuadricostatus
Schiumbergera x buckleyi S. russeliana x S. truncata Hunt (1999)

McMuillan y Horobin (1995 citado
en Anderson, 2001)

S. x exotica S. opuntoides x. S. truncata Hunt (1999)
McMuillan y Horobin (1995 citado
en Anderson, 2001)

S. X reginae S. orssichiana x S. truncata

Tacinga x quipa

T. inamoena x T. palmadora

Stuppy y Taylor (citado en
Anderson (2001)

T. x mombergii

T. lavix x T. seudopotinatus

Anderson (2001)

Trichocereus x mendocinus

T. candicans x T. strigosus

Méndez (2000)

Turbinicarpus x mombergerii

T. laui x T. pseudopectinatus

Hunt (1999)
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Cabe destacar que de los hibridos intergenéricos mencionados en la Tabla 2,
cinco (sombreados) son resultado de hibridacion entre géneros de la tribu
Pachycereeae (Bravo-Hollis, 1978), tribu donde se encuentran los géneros de
cactaceas columnares y a los cuales pertenecen el hibrido y las especies

parentales estudiados en la presente investigacion.

Las especies parentales del hibrido al que se avoca este trabajo, es decir,
Cephalocereus columna-trajani y Neobuxbaumia tetetzo, son especies que
comparten algunas caracteristicas. Entre ellas se encuentra, por ejemplo, el tipo
de polinizacién (quiropterofilia), en el cual las flores tubulares (con gran cantidad
de polen y néctar) abren en la noche esperando la llegada de murciélagos
denominados cactofilicos, de la familia Phyllostomidae (Simmons y Wetterer, en
Fleming y Valiente-Banuet, 2002). Ademas ambos estan bien representados y
forman comunidades simpatricas en el valle de Tehuacan-Cuicatlan y en un
mismo periodo de tiempo sus flores estan expuestas a la polinizacion. Entre las
caracteristicas que presentan estas dos especies de cactaceas columnares y que
les permiten entrecruzarse se encuentran la época de floracion, el tipo de

polinizacion, y por supuesto, la cercania de las poblaciones (Vite et al., 1996).

La presente investigacion estéd dedicada al andlisis comparativo del desarrollo de
la antera y de los granos de polen entre las especies parentales y su hibrido y es
preciso destacar que trabajos similares no son conocidos para ninguna especie

hibrida de la familia Cactaceae.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer el proceso de formacién, caracterizacién y viabilidad de los granos de

polen en las especies parentales (Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus

columna-trajani) y en el hibrido resultante.

Objetivos particulares

1.- Comparar la estructura del grano de polen maduro.

2.- Comparar el desarrollo de los granos de polen.

3.- Determinar la viabilidad de los granos de polen.

15



IV. JUSTIFICACION

El conocer a profundidad los procesos reproductivos que se presentan en las
especies, representa una herramienta fundamental para la conservaciéon. La
hibridacion es un proceso por el cual la variabilidad genética aumenta debido a la
combinacién de la informacion genética de dos taxa, por lo cual, se hace
imprescindible el estudio de este proceso que puede dar lugar, en el mejor de los
casos, a la generacion de nuevas especies, que en un momento dado podrian
representar el inicio de nuevos linajes evolutivos. Dado que el hibrido entre
Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus columna-trajani posee un gineceo que se
desarrolla normalmente produciendo frutos y semillas viables, el interés de esta
investigacion fue averiguar si al igual que en la parte femenina, hay un correcto
desarrollo de los granos de polen, tanto en el hibrido como en las especies

parentales.
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V. MATERIAL Y METODOS

V. 1. Zona de estudio

El material se colectd en el valle de Tehuacan-Cuicatlan. El lugar de colecta se
encuentra ubicado en el estado de Puebla (Fig. 2) a 1500 m sobre el nivel del mar
en una posicion N 18° 20’ 00.4” y O 97° 27’ 36” y cercano al Jardin Botanico
“Helia Bravo Hollis” (Fig. 3). Los individuos de Cephalocereus columna—trajani se
encontraron en la pendiente de un cerro, mientras que los individuos de
Neobuxbaumia tetetzo se encontraron en su mayoria en el valle, en estrecho
contacto con los individuos de C. columna-trajani. Los individuos hibridos se
ubicaron exactamente en la zona donde las dos poblaciones parentales se
traslapan, justo a un lado de la carretera. El clima del lugar es &rido, semicalido,
con una marcada época de lluvias en verano. La precipitacion anual es de
380 mm y el promedio de temperatura anual es de 21.2° C. El clima es generado

por el efecto de sombra de montafia o sombra orogréfica (Arias et al., 2001).
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Fig. 2. Localizacion del Valle de Tehuacan-Cuicatldn (en verde) en los estados de Puebla y
Oaxaca (Valiente-Banuet et al., 2009).
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2010 DigitalGlobe, .

Fig. 3. Localizacién aproximada de la zona (sombreada) en que se sobrelapa la distribucién de

Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus columna-trajani.
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V. 2. Unidades de estudio y distribucion

Neobuxbaumia tetetzo ( F. A. C Weber et J. M. Coulter) Backeberg
Subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae

Nombre comun: “tetecho”

Plantas columnares, frecuentemente ramificadas hasta con 16 ramas, tiene una
altura de hasta 15 m, troncos de hasta 70 cm de diametro. Tallos verde-
grisaceos, de 8 a 12 m de longitud y 18 a 30 cm en didmetro; con 15 a 20 costillas,
obtusas, algunas redondeadas; usualmente una espina central, oscura de hasta
5 cm de longitud; espinas radiales en numeros de 8 a 13, oscuras, de 1 a 2 cm de
longitud. Flores solitarias, terminales, acampanadas, color blancas, de 5 a 6 cm de
longitud y con multiples estambres. Frutos ovoides, de hasta 4 cm de longitud,
verdes, con partes del perianto persistentes. Su distribucidén esta restringida a los

estados de Puebla y Oaxaca, en México (Bravo-Hollis, 1978).

Su periédo de floracion es de mayo a julio. La polinizacién es realizada por
murciélagos por lo cual las flores abren durante la noche (Arias et al., 2001). Esta
especie es endémica de México Yy su distribucion abarca precisamente parte del
valle de Tehuacan-Cuicatlan. Se localiza generalmente en los valles, en los

cuales es una especie dominante.
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Cephalocereus columna-trajani (Karwinsky ex Pfeiffer) K. Schuman
Subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae

Nombre comun: “Cardén Blanco” y “Viejito”

Plantas erectas, no ramificadas, de 6 a 10 m de altura. Tallos verdes de hasta 40
cm diametro; de 16 a 26 costillas; aréolas blancas, muy juntas, con abundantes
pelos blancos; espinas centrales de 5 a 8, duras y grisaceas, de hasta 8 cm de
longitud; espinas radiales en numeros de 14 a 18, blancas de hasta 1 cm de
longitud. Cefalio claramente lateral, usualmente dando la cara al norte; de 2a3 m
de largo y se extiende a las areblas del tallo cubriéndolas con una lana
amarillenta de 4 a 6 cm de longitud. Flores acampanadas, blancas a amarillas,
aromaticas, de hasta 7.5 cm de longitud y de diametro. Se distribuyen en forma

de bosques en el estado de Puebla, México (Bravo-Hollis, 1978).

Su época de floracién es entre marzo y junio al igual que en N. tetetzo y la
apertura de las flores es nocturna. La polinizacion es por medio de murciélagos.
Es una especie endémica del valle de Tehuacan-Cuicatlan, en la region de
Zapotitlan de las Salinas, donde se convierte en especie dominante en las

pendientes de algunos cerros (Arias et al., 2001).
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V. 3. Trabajo de campo

Se realizaron cinco visitas a la zona de estudio. Primeramente se localizé la
zona de hibridacion 'y se ubic6 geograficamente con un sistema de
geoposicionamiento global (GPS) en una posicion N 18° 20’ 00.4” y O 97° 27’ 36".
Ademas, se reconocio el terreno y se tomo nota de las condiciones climaticas y
orograficas de la zona. Se localizaron los individuos hibridos entre Cephalocereus
columna-trajani y Neobuxbaumia tetetzo y se tomaron fotografias de individuos de
cada poblacion asi como del entorno. A partir de la segunda visita y hasta la
Ultima se llevo a cabo la colecta del material biolégico necesario para el estudio
(Tabla 4). La colecta se realiz6 en la zona intermedia entre el valle y la pendiente
del cerro, pues es justo ahi donde se sobrelapa la distribucion de estas dos
especies. Se colectaron muestras de polen fresco y Botones florales en distintas
etapas de desarrollo. El material se colecté de nueve individuos de cada una de

las especies parentales y nueve individuos hibridos.

Tabla 4. Relacion de material colectado considerando, la especie, la fecha de colecta y el tipo de

material
Fecha de colecta Cephalocereus Neobuxbaumia Hibrido
columna-trajani tetetzo
19 al 22 de julio 2007 FA=9 BF=2
28 al 30 de marzo 2008 FA=11 BF=30 BF =12
11 al 13 de abril 2008 FA=4 BF=34 BF =10
22 de mayo 2008 FA=4 BF=3

FA= Flores en antesis, BF = Botones florales
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Este material (excepto el polen fresco) fue seccionado en el campo y fijado
inmediatamente en FAA (formol-acido acético-alcohol) el cual es un fijador con
buena acciéon endurecedora (Patifio, 1986), que no provoca deterioro de la
estructura general de los tejidos de la planta, pudiendo ser almacenados durante

afios (Keating, 1996). La Figura 4 resume la metodologia utilizada en el campo.

— Trabajo de
campo

y
Localizacion del hibrido

Reserva de la Biésfera
Tehuacan-Cuicatlan

y
Colecta de botones
florales y
flores en antesis

Fijacion in situ
Aislamiento de polen con FAA

Fig. 4. Diagrama de flujo que muestra la metodologia seguida en el campo.
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V. 4. Trabajo de laboratorio

Prueba de viabilidad de polen. Se aplicé la prueba de Alexander en tres
diferentes temporadas consecutivas de floracion. Esta prueba estima la viabilidad
de los granos de polen. Para esto se aislo6 el polen (de los padres y del hibrido) de
flores en antesis y se expuso directamente a la accion del reactivo de Alexander,
gue es un colorante que tifie el citoplasma de las células vivas. El verde de
malaquita del reactivo de Alexander tifie las paredes de color verde, mientras que
la fucsina &cida, cuando el polen es viable, tife de rosa intenso al citoplasma
(Lépez et al., 2005). Las observaciones se realizaron al microscopio 6ptico a un
aumento de 40X y se tomaron en cuenta para el conteo 10 campos por cada
preparacidn. El conteo se realiz6 durante tres afios consecutivos y con los datos
obtenidos se estimé el porcentaje de granos de polen viables para cada especie

y para el hibrido.

Acetdlisis. Los granos de polen aislados también fueron sometidos a la técnica de
acetdlisis, en la cual se elimina el protoplasto, la intina, y las substancias de
recubrimiento, sobreviviendo solo la pared de exina. Las preparaciones obtenidas
fueron utilizadas para realizar el estudio micropalinolégico donde se obtuvo
informacion acerca de la estructura, tamafio y forma del grano de polen, del tipo
de aberturas que presenta y de la estructura de la pared de exina, haciendo
énfasis en su ornamentacion. Con estos resultados se hizo un analisis
comparativo entre los tres grupos de plantas incluyendo un andlisis estadistico

(ANOVA + prueba de Tukey) para comparar el tamarfio de los granos de polen. El
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numero de datos muestreados para cada especie y para el hibrido en este

analisis fue de veinticinco (n=25).

Observacion al MEB (Microscopio Electrénico de Barrido). Una muestra de
granos de polen se proceso6 para hacer observaciones al microscopio electronico
de barrido, con el fin de hacer un andlisis micromorfologico. Los granos de polen
se colocaron con ayuda de un pincel en un cilindro de aluminio cubierto con cinta

adhesiva negray se cubrieron con oro.

Microtecnia

Los botones florales fijados en FAA se disectaron hasta obtener secciones de
tamafo pequefio que contenian anteras. El total de secciones de cada boton se
subdividio en dos conjuntos, para diferentes tipos de inclusion y andlisis

microscopico: a) inclusion en Paraplast y b) inclusién en LR White.

Inclusion en Paraplast. El primer conjunto tuvo como destino la inclusion en el
medio “Paraplast” que es un compuesto de parafinas puras y polimeros plasticos
gue ofrece una buena inclusién de los tejidos. Este medio es utilizado como
herramienta importante para la obtencion de cortes histolégicos y es uno de los
medios mas comunes para ello. Los cortes se obtuvieron utilizando el microtomo
de rotacion con un grosor de 8 um. Cada corte fue tefiido utilizando el proceso
de tincion conocido como Safranina-Verde rapido, el cual tifie de rojo la cromatina,

nucléolos, paredes lignificadas y taninos condensados, y de verde las paredes no
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lignificadas y el citoplasma (Lopez et al., 2005). Una vez tefiidos los cortes se

observaron al microscopio fotonico y de fluorescencia (APOTOME).

Inclusion en LR White. El segundo conjunto se incluyé en el medio llamado

LR-White, que es una resina sintética hidrofilica con una infiltracion muy rapida

(Lépez et al., 2005). Para la obtencion de estos cortes se utilizaron tanto el

ultramicrotomo como las navajas de vidrio necesarias como complemento del

primero. Los cortes de entre 1y 2 micras se tifieron con azul de toluidina.

La Figura 5 resume la metodologia utilizada en el laboratorio para el material

fijado en FAA.
Material fijado en FAA
I
Deshidratacion en
alcoholes
graduales
Inclusién Inclusién
en en
paraplast LR-White

A
Corte al microtomo

Tincion
Safranina-Verde rapido

\ 4

'

Corte al

ultramicrotomo

Tincién en azul de

toluidina

y

Observacion al microscopio 6ptico

Observacién al

Microscopio
Electrodnico de

Barrido (MEB)

Fig. 5. Metodologia utilizada en el laboratorio.
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VI. RESULTADOS

VI. 1. Micromorfologia polinica

Los resultados se presentan a modo de comparacion. La forma de las aberturas y
la estructura de la exina es la misma para los tres taxa por lo que soélo se
presentan comparativamente las caracteristicas correspondientes a la forma vy
tamafio del grano de polen, al tamafio del area polar y al contorno. Por otra parte,
la descripcién obtenida del grano de polen para cada taxdn estad basada en los
apartados  correspondientes, incluidos en el apéndice | sobre andlisis

palinoldgico.

VI. 1. 1. Analisis con microscopia 6ptica

Aberturas: Tricolpado (Figs. 6b, 7a y 8b). Colpo meridional largo (Figs. 6a, 7b y

8a).

Exina: El grosor de la exina varia de 2.49 a 3.33 um (Fig. 8e). La relacion

sexina:nexinaes de 3:1 a 2:1.

A. P. S.* Mbénadas; isopolar, radiosimétrica.

*A. P. S. corresponde a: Asociacion, Polaridad y Simetria respectivamente
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Forma: los granos de polen de Cephalocereus columna-trajani tienen dos formas
caracteristicas, formas subprolato 96%, con un indice de (1.147-1.333), y prolato
esferoidal (4%), con un indice de (1.1290). Los granos de polen de
Neobuxbaumia tetetzo tienen por otra parte tres formas, subprolato 56%, con un
indice de (1.25-1.33), prolato 40%, con indice de (1.36-1.55) y prolato esferoidal
con un indice de (1). Por ultimo los granos de polen del taxén hibrido, tienen dos
formas particulares, subprolato 96%, con un indice de (1.161- 1.355) y prolato

4%, con un indice de (1.4).

Area polar (apocolpio): El area del apocolpio en Cephalocereus columna-trajani
es mediana (100%), con un indice de (0.244-0.341). En Neobuxbaumia tetetzo es
mediana (100%), con un indice de (0.276-0.4). El taxén hibrido entre tiene un
area polar que varia de pequefia (4%), con un indice de 0.233, a mediana (96%),

con un indice de (0.25-0.366).

Tamafo: Cephalocereus columna-trajani tiene un eje polar de 79.44 pym, con un
indice de (70, 84), y un eje ecuatorial de 64.32 um, con un indice de (60, 68).
Neobuxbaumia tetetzo tiene un eje polar de 56.48um, con un indice de (48. 66), y
un eje ecuatorial de 42.08 um con un indice de (38, 48). Por ultimo el taxén
hibrido tiene un eje polar de 78.72 um, con un indice de (72, 86), y un eje

ecuatorial de 63.12 pym, con un indice de (58,68).
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Contorno polar (C. P.): Circular (Figs. 6b, 7a y 8b) (Cephalocereus columna-

trajani, Neobuxbaumia tetetzo y el hibrido entre ellos).

Contorno meridional (C. M.): eliptico (Figs. 6a, 7b y 8a) (Cephalocereus

columna-trajani, Neobuxbaumia tetetzo y el hibrido entre ellos).

VI. 1. 2. Analisis con Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Aberturas: Tricolpadas (Figs. 6e, 7d y 8c). Colpo meridional largo (Figs. 6c, 6d, 7c

y 8d). Presentan terminacion aguda.

Exina: tectada, miroequinada, perforada (Figs. 6f, 7f y 8g). Las perforaciones

miden menos de 1 um de didmetro y se encuentran bien distribuidas a lo largo y

ancho del grano de polen e incluso alrededor de sus aberturas (Figs. 7e y 8f).
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000 10um ¥1,000 10pm

Fig. 6. Microestructura del grano de polen de Cephalocereus columna-trajani. a); Vista
ecuatorial con tres colpos (acetdlisis). 166X; b) Vista polar con tres colpos (acetdlisis). 166X;
c) Grano de polen en vista ecuatorial con dos colpos (MEB); d) Grano de polen en vista
ecuatorial con un colpo (MEB); e) Grano de polen en vista polar (MEB) f) Ornamentacion
microequinada-porada de la exina (MEB). Barra escala: 15um

30



X1,000 10pm 1,500 10um

Fig. 7. Granos de polen de Neobuxbaumia tetetzo. a) Grano de polen acetolizado en vista polar
con tres colpos. 166X; b) Grano de polen acetolizado en vista ecuatorial con tres colpos. 166X;
c) Microestructura del grano de polen en vista ecuatorial con un colpo (MEB); d)
Microestructura del grano de polen en vista polar con tres colpos (MEB); e) Abertura del grano
de polen (MEB); f) Ornamentacion microequinada-porada de la exina (MEB). Barra escala:
15um
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1,000 10pm

Fig. 8. Granos de polen del hibrido Cephalocereus columna-trajani x Neobuxbaumia tetetzo.
a) Grano de polen acetolizado en vista ecuatorial con tres colpos. 166X; b) Grano de polen
acetolizado en vista polar con tres colpos. 166X; c) Microestructura del grano de polen en vista
polar (MEB); d) Microestructura del grano de polen en vista ecuatorial (MEB); €) Reconstruccién
tridimensional de un grano de polen y engrosamientos del endotecio (microscopio de
fluorescencia APOTOME); f) Abertura del grano de polen (MEB); g) Ornamentacion
microequinada-porada de la exina (MEB). (En) Endotecio. (PEx) Pared de exina. Barra escala

(@) y (b): 15 pm
32




VI. 2. Analisis comparativo (tamafio del grano de polen)

El analisis de Varianza, ANOVA de una sola via (o factor), utilizada para comparar

el tamafio de los granos de polen entre los tres taxa arrojo lo siguiente:

Teniendo en cuenta las hipétesis:
Ho= El tamafio de los granos de polen de los diferentes grupos es igual

H.= El tamafo de los granos de polen de de al menos un grupo es diferente

Para el eje polar se estim6 un valor (F=649, P<0.05) y para el eje ecuatorial, un
valor (F=323, P<0.05) por tanto Ho se rechaza. Asi el tamafio de los granos de
polen de al menos un taxdn es significativamente diferente a un nivel de confianza

de 0.05 (5%).

Por otro lado al aplicar la prueba de Tukey, se determiné que solamente un
taxdn, Neobuxbaumia tetetzo, difiere significativamente de los otros en cuanto al
tamafo de los granos de polen, siendo mas pequefios los de esta especie.
Cephalocereus columna-trajani y el taxdén hibrido, no presentan una diferencia

significativa para este caracter.
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VI. 3. Desarrollo de la antera

Se describe a continuacion el desarrollo de la antera y la formacion de los granos
de polen de las especies parentales (Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus
columna-trajani) y del hibrido entre ambas especies. Las etapas descritas
terminan con la produccion de granos de polen tricelulares aun dentro de l6culo de

la antera, préximos a su liberacion.

VI. 3. 1. Cephalocereus columna-trajani

La etapa mas temprana estudiada corresponde al primordio de la antera con la
protodermis y las células espordgenas diferenciadas (Fig. 9a). Posteriormente en
el desarrollo se observan tres estratos en la pared de la antera: el adyacente al
I6culo se diferenciara en el tapete, el adyacente a la protodermis se diferenciara
en el endotecio y la capa entre ambos corresponde a la capa media, que es
monoestratificada (Fig. 9b). La antera en esta etapa toma su forma bilobulada vy
corresponde a una antera tetrasporangiada como en la mayoria de las

angiospermas (Fig. 9c).

Pronto, en el desarrollo la capa media se aplasta y desaparece y el tapete se
vuelve bi o trinucleado (Fig. 9d). Las células esporégenas sufren mitosis
repetidamente y se diferencian en las células madre de las microsporas con

ndacleos muy evidentes, en los cuales se puede observar la condensacion de la
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cromatina. Las células madre de las microsporas, al entrar en etapa de meiosis, se

rodean cada una de una pared de calosa (Fig. 9e).

La condensacion de la cromatina indica la iniciacion de la profase meidtica, que al
final del proceso da lugar a cuatro microsporas haploides que se mantienen
unidas, formando una tétrada de microsporas rodeadas por una pared de calosa.
La tétrada tiene forma tetraédrica. El tapete empieza a degenerar y sintetiza
estructuras conocidas como Cuerpos de Ubish u orbiculos, que son particulas que
contienen precursores de esporopolenina y que son extruidos al l6culo de la

antera (Fig. 9f). El tipo de tapete presente es glandular (secretor).

Cuando las microsporas se separan de la tétrada, yacen como estructuras
individuales, conocidas como granos de polen jévenes, rodeados por una pared de
exina y con nucleos muy evidentes. En esta etapa del desarrollo ha desaparecido
por completo la capa media -que se observa como una linea obscura adyacente al

endotecio-. El tapete est4 en plena degeneracion (Figs. 10a y 10b).

Los granos de polen, en una etapa mas avanzada del desarrollo, engruesan su
exina y se pone de manifiesto la intina. El citoplasma se muestra vacuolado y se
presentan dos células, la célula vegetativa, mas grande, con un ndcleo conspicuo
y un gran nucléolo y la célula generatriz, mas pequefia, en el interior del
citoplasma de la célula vegetativa. El tapete se ha degradado por completo y el
endotecio ya muestra sus engrosamientos. En este momento, ya aparecen las tres

aberturas del grano de polen (Fig. 10c).
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Cuando los granos de polen han acabado su diferenciacion, y aun dentro del
I6culo de la antera, se pueden ver tres nlcleos que corresponden a tres células en
su interior. En el momento de la dehiscencia de la antera, los granos de polen

poseen tres células (Fig. 10d).

La antera, en esta Ultima etapa, ha degradado el septo que separa a los
esporangios y el estomio comienza a abrirse. Es una antera muy proxima a la

dehiscencia y corresponde a un boton floral también muy préximo a la antesis.
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Fig. 9. Corte transversal de antera de Cephalocereus columna-trajani. a) Primordio de antera.
250X; b) Esporangio de antera joven. 375X; c) Antera tetrasporangiada. 100X; d) Pared con
cuatro estratos, la capa media degenerando. 500X; e) Células madre de las microsporas
rodeadas de calosa. 250X; f) Meiosis, etapa de tétrada. 375X. (CE) Células esporégenas. (Cm)
Capa media. (CMMi) Células madre de las microsporas. (CU) Cuerpos de Ubish. (En)
Endotecio. (Ep) Epidermis. (Es) Esporangio. (PCa) Pared de calosa. (Pd) Protodermis. (T)
Tapete. (Tc) Tejido conectivo. (Te) Tétrada. (Tm) Tapete multinucleado. Barra escala: 15 pm.
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Fig. 10. Desarrollo de antera y estructura del grano de polen de Cephalocereus columna-trajani.
a) Tapete en degeneracion. 375X; b) Microsporas. 500X; ¢) Grano de polen bicelular. 250X;
d) Grano de polen tricelular y con la pared de exina completamente formada. 312X. (Cm) Capa
media. (Co) Colpo. (En) Endotecio (In) Intina (Mi) Microspora. (nCe) Nucleo de la célula
espermatica. (nCg) Ndcleo de la célula generatriz. (nCv) Nucleo de la célula vegetativa. (PEX)
Pared de exina. (T) Tapete. (V) Vacuola. Barra escala: 15 pm

38



Neobuxbaumia tetetzo

La etapa mas temprana que se pudo estudiar corresponde a un primordio de
antera que ya posee cuatro lobulaciones que corresponden a los cuatro
microsporangios (Fig. 11a). Cada microsporangio presenta una pared formada por
la epidermis y dos estratos. El estrato adyacente al l6culo de la antera se esta
dividiendo periclinalmente, para formar una capa media y el tapete. En el centro
del microsporangio estan las células esporégenas con nucleos y nucledlos muy

conspicuos (Fig. 11b).

Avanzado el desarrollo, la pared de la antera (por debajo de la epidermis) esta
constituida por dos capas celulares: el endotecio adyacente a la epidermis y el
tapete adyacente al l6culo. En medio de ambas capas existen los restos de la
capa media uniestratificada, que en esta etapa esta degenerando. La capa media
igual que en C. columna- trajani, es uniestratificada, muy efimera y producto de la
divisién de la capa secundaria interna. El tapete es una capa de células grandes,
con contenido citoplasmico denso, que limitan externamente al I[6culo que contiene
a las células madres de las microsporas diploides (Fig. 11c). Las células del tapete
son evidentemente mas grandes que el resto de la pared de la antera y en esta

etapa presentan mas de un nucleo (Fig.11d).

Las células madre de las microsporas diploides se rodean de una pared de calosa
e inician una division meidtica que produce una tétrada de microsporas haploides,

rodeadas de calosa. Su forma es tetraédrica (Fig. 11e).

39



El tapete comienza a degenerar cuando las microsporas se liberan de la tétrada y
en el lI6culo se diferencian los granos de polen, engrosando su exina, formando su
intina y dividiendo su nucleo (cariocinesis). Sus tres aberturas se hacen evidentes

(Figs. 11f y 12a). El tapete es tipicamente secretor.

El endotecio forma engrosamientos en barra en las paredes anticlinales (radiales)
y en la pared periclinal interna. En esta etapa es la Unica capa de la pared de la

antera que persiste (Fig. 12b).

El grano de polen joven es uninucleado, pero sufre una division mitGtica
(cariocinesis) para formar dos células. La mas grande es la célula vegetativa y
dentro de esta se forma otra célula mas pequefa que es la célula generatriz (Fig.
12c). Las tres aberturas del grano de polen se hacen evidentes, asi como la exina

engrosada.

Al momento de su liberacion de la antera, los granos de polen son tricelulares. El

nacleo de la célula vegetativa que formara el tubo polinico es mucho mas grande

que los nucleos de las células esperméaticas que iran en su interior (Fig. 12d).
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Fig. 11. Corte transversal de antera de Neobuxbaumia tetetzo; a) Antera tetrasporangiada.
75X; b) Esporangio de antera joven, la flecha sefiala una division periclinal. 375X; c) Células
madre de las microsporas en el |6culo del esporangio. 100X; d) Pared de antera con cuatro
estratos celulares, las células del tapete son multinucleadas y la capa media en proceso de
degradacion. 375X; e) Etapa de tétradas. 375X; f) Pared de antera con tres estratos celulares.
El tapete en proceso de degradacion. 375X. (Ce) Células espordgenas. (Cm) Capa media.
(CMmi) Célula madre de las microspora. (En) Endotecio. (Ep) Epidermis. (PCa) Pared de
calosa. (T) Tapete. (Te) Tétrada. (Tm) Tapete multinucleado. Barra escala: 15um.
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Fig. 12. Etapas tardias del desarrollo del grano de polen en Neobuxbaumia tetetzo; a)
Microsporas. 375X; b) Engrosamientos del endotecio. 250X; c) Grano de polen bicelular.
375X; d) Grano de polen tricelular. 200X. (C) Cariocinesis. (En) Endotecio. (Ep) Epidermis.
(Mi) Microspora. (nCe) Nucleo de la célula espermética. (nCg) Nucleo de la célula
generatriz. (nCv) Nucleo de la célula vegetativa. (PEx) Pared de exina. (V) Vacuola. Barra
escala: 15um.

42



Taxo6n Hibrido

La antera es tetrasporangiada y su pared en etapas muy tempranas del desarrollo
estd formada por tres capas, todas monoestratificadas: Una capa adyacente a la
protodermis que se diferenciara en el endotecio, otra capa adyacente al I6culo que
se diferenciara en el tapete y entre ellas una sola capa media. En el |6culo se
encuentran las células espordgenas, que se diferenciaran en las células madre de

las microsporas (Figs. 13a y 13b).

Las células de la pared de la antera siguen dividiéndose y creciendo con a
excepcion de la capa media, o que provoca que muy pronto degenere. El tapete
sigue creciendo y acumulando sustancias en su citoplasma que se observa denso.
Las células madres de las microsporas o microsporocitos se rodean de una pared
de calosa y se preparan para la division meioética (Fig. 13c). El tapete entra en
mayor actividad, incrementando el nimero de nudcleos por célula. En algunas

células se aprecian hasta cuatro nucleos (Figs. 13d).

La capa media ahora se observa como una linea obscura entre el endotecio y el
tapete, al mismo tiempo en que las células madres de las microsporas entran en
meiosis (Fig. 13e). Se producen cuatro microsporas haploides, rodeadas por

calosa y de tipo tetraédrico (Fig. 13f).

Posterior a la liberacién de las microsporas haploides de la tétrada, el tapete

degenera y desaparece. produciendo sustancias que libera al I6culo. El tapete es
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del tipo secretor. Las microsporas (granos de polen jévenes) se liberan al lI6culo

ya con la exina formada y las tres aberturas evidentes (Figs. 14a y 14b).

Mas tarde en el desarrollo, la Unica capa de la pared de la antera que permanece

es el endotecio, con sus engrosamientos en barra (Figs. 14c y 14d).

El Unico nucleo de los granos de polen unicelulares presenta cariocinesis sin
citocinesis y forma una célula dentro de la otra. La célula que contiene es la
vegetativa y la célula que yace en el citoplasma es la generatriz. La célula
generatriz presenta una forma de media luna con el nicleo muy conspicuo y muy
poco citoplasma. La exina se ha engrosado y se hacen evidentes las tres

aberturas, el citoplasma de la célula vegetativa es muy denso. (Fig. 14e).

Muy poco antes de la dehiscencia de la antera, la célula generatriz se divide para
formar dos células espermaticas, de esta manera, el grano de polen en el
momento de su liberacion es tricelular (Fig. 14f). Este evento se presenta en

botones florales muy préximos a la antesis.
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Fig. 13. Corte transversal de antera del hibrido entre Cephalocereus columna-trajani y
Neobuxbaumia tetetzo; a) Antera tetrasporangiada. 100X; b) Pared de antera con cuatro estratos
celulares y en el centro células madre de las microsporas. 375X; c) Capa media de la pared de
antera en degradaciéon y células madre de las microsporas rodeadas de calosa. 375X; d) Célula del
tapete multinucleada. 500X; e) Tapete secretor y la capa media casi totalmente degradada. 375X; f)
Tétradas de microsporas. 375X. (Cm) Capa media, (CMmi) Célula madre de las microspora. (En)
Endotecio. (Ep) Epidermis. (Es) Esporangio. (PCa) Pared de calosa. (T) Tapete. (Tc) Tejido
conectivo. (Te) Tétrada. Barra escala: 15um
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Fig. 14. Corte transversal de antera del hibrido entre Cephalocereus columna-trajani y
Neobuxbaumia tetetzo; a) Tapete en degradacion y microsporas en el léculo. 75X;
b) Microsporas jovenes. 375X; ¢) Antera tetrasporangiada con granos de polen jévenes. 37.5X;
d) Pared de antera con dos estratos y con engrosamientos en el endotecio (Flechas). 250X e)
Grano de polen bicelular. 375X; f) Grano de polen tricelular. 250X. (CU) Cuerpos de Ubish. (En)
Endotecio. (Ep) Epidermis. (Es) Esporangio. (Mi) Microspora. (nCv) Nucleo de la célula
vegetativa. (nCe) Nucleo de la célula espermatica. (nCg) Ndcleo de la célula generatriz. (PEX)
Pared de exina. (T) Tapete. (V) Vacuola. Barra escala: 15um.
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VI. 4 Prueba de Viabilidad

La prueba de Alexander estimd un porcentaje de granos de polen viables por

arriba del 90% para las especies parentales y para el hibrido (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de viabilidad en polen obtenido a través de la prueba de Alexander

Especie

Cephalocereus columna-
trajani

Neobuxbaumia tetetzo

Hibrido

% de viabilidad y

desviacion estandar (s) por

Afo 1

97.82

97.86

90.56

temporada

Afo 2

98.48

96.55

95.44

Afo 3

98.79

98.73

91.78

% de

viabilidad

Promedio

98.36%

97.71%

92.59%
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VIIl. DISCUSION

Con base en la hipétesis planteada por Vite et al. (1996) sobre la probable
esterilidad del hibrido, ésta queda descartada con respecto a la parte masculina
de la flor (androceo), por lo menos en lo referente al correcto desarrollo del
androceo y de los granos de polen. La prueba de Alexander estimo valores de
viabilidad muy altos para las especies parentales y para su hibrido, lo cual indica
la gran capacidad de los granos de polen para mantenerse vivos y asi poder

germinar en el estigma.

El estudio micromorfoldgico de los granos de polen revel6 diferencias y similitudes
entre las especies parentales y entre ellas y su hibrido. La forma y el tipo de
aberturas, la ornamentacion, composicién y grosor de la pared de exina, el tipo
de asociacion, la simetria y la polaridad resultaron ser exactamente iguales en las
especies parentales y loégicamente heredaron caracteristicas idénticas a su
hibrido. EI mismo caso se presenta al determinar el tamafio del area polar y la
forma del contorno en los granos de polen. En algunas caracteristicas, sin
embargo, la diferencia entre las especies parentales es significativa. Evidencia
de esto es la diferencia en la forma de los granos de polen, pues mientras en
Cephalocereus columna-trajani la forma subprolato es dominante con un 96%, en
Neobuxbaumia tetetzo esta forma, a pesar de ser también dominante soélo
representa al 56% de la muestra, mientras el 44% restante esta representado en
su mayoria por la forma prolato (40%). La misma caracteristica fue determinada

para el hibrido con un resultado idéntico al obtenido para C. columna-trajani, lo
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cual establecio6 cierta tendencia (por lo menos en esta caracteristica) con respecto
a sus especies parentales. Esta tendencia se hizo aln mas evidente en otra

caracteristica: el tamafo del grano de polen.

El andlisis comparativo entre los tres taxa de cactaceas columnares con relacion
al tamafio del grano de polen, establecio una diferencia significativa entre las dos
especies parentales, siendo C. columna-trajani la especie con el grano de polen
mas grande (tamafio promedio). Por otra parte, al hacer el analisis comparativo
entre el hibrido y sus parentales, se estim6é una diferencia significativa solamente
entre el hibrido y N. tetetzo, siendo el grano de polen de N. tetetzo
significativamente mas pequefio (tamafio promedio). Asi, los granos de polen del
hibrido y de C. columna-trajani son iguales en tamafio (en promedio) y

significativamente mas grandes que los de N. tetetzo.

En resumen las caracteristicas de forma y tamafio del grano de polen fueron las
Unicas en las cuales hubo diferencias entre los taxa comparados. La especie
parental N. tetetzo resulté ser diferente de C. columna-trajani y del hibrido entre

ellas. C. columna-trajani no presentd diferencias con respecto al hibrido.

Las observaciones realizadas en el MEB confirmaron los resultados obtenidos
en el microscopio fotonico en cuanto a la determinacién de la ornamentacion de
la pared de exina y del tipo de aberturas. Las especies parentales y su hibrido
presentan el mismo tipo de aberturas (colpos) y la misma ornamentacion (tectada,

microequinada y perforada).
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Con respecto al desarrollo de la antera, las primeras tapas de desarrollo, es decir,
las etapas donde las células espordégenas aun no se forman y donde los tejidos
presentes se reducen a una epidermis y una hipodermis (Shivanna, 2003), no se
presentaron, debido a que no se contd con botones florales lo suficientemente
pequeiios en los cuales estas etapas estuvieran representadas. Particularmente
en C. columna-trajani el cefalio dificulté en gran medida la colecta de los botones.
La antera en los tres taxones es tetrasporangiada y presenta en el periodo
premeidtico, un desarrollo completo de los tejidos de la pared y de los que
participan en la produccién de los granos de polen, siendo éstos: a) la epidermis,
b) el endotecio, c) la capa media, d) el tapete y e) el tejido esporbégeno.
Neobuxbaumia tetetzo presenta un desarrollo de tipo monocotiledéneo con
respecto al origen de la capa media, la cual se desarrolla del mismo tejido que da
origen al tapete, y suponemos que, como en las cactaceas en general,
Cephalocereus columna-trajani y el taxén hibrido también presentan el mismo tipo.
El proceso de meiosis en las células madre de las microsporas (CMMi’s) se
muestra de mejor manera en C. columna-trajani, donde se observa la deposicién
de calosa y la compactacién de cromatina en las primeras etapas de la meiosis.
Cabe mencionar que aunque estos fenbmenos no se observaron para los otros
dos taxa, la presencia de tétradas bien formadas nos indica el paso forzoso de

los granos de polen por la etapa de meiosis.

Durante la etapa de tétradas de microsporas, la capa media en los tres taxa se ha

desintegrado antes que cualquier otro tejido (particularmente el tapete), lo cual
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concuerda con lo descrito para anteras con una sola capa media en las familias

Cactaceae, Dipsacaceae y Valerianaceae (Batygina, 2002).

Las tétradas se desarrollan normalmente en los tres taxa, con una pared de
calosa completa y sin anormalidades. Las microsporas liberadas de estas
tétradas, al inicio del periodo postmeidtico, ciertamente no presentan la forma
turgente y casi circular (en corte transversal) observada en las ultimas etapas del
desarrollo; de hecho, las microsporas libres en la especie hibrida presentan
formas aun mas diferentes; sin embargo, de acuerdo con Greyson (1994) esto
es normal, pues la forma y composicién de las microsporas, al ser liberadas, es
diferente de la que tienen los granos de polen maduros. Esta transicion involucra
cambios en la forma, en el tamafo, en el citoplasma y en la pared. En las
imagenes se muestran formas plurianguladas, que en etapas posteriores
(polen maduro) no vuelven a presentarse y ello puede deberse a la acumulacion
de sustancias provenientes del fluido locular y del tapete, que son esenciales para
la maduracién del polen (Greyson, 1994 y Pacini, 2000). Aunado a esto no se
observaron anormalidades en la pared de la microspora, ni en su citoplasma,

donde claramente se presentan el nicleo, el nucléolo y las grandes vacuolas.

La maduracion de los granos de polen se presenta de manera normal en los tres
taxa. En esta etapa se observa gran cantidad de vacuolas dentro de las
microsporas, lo cual concuerda con lo descrito por Gotelli et al. (2009), en su

trabajo dedicado al desarrollo de polen en especies del género Pterocactus.
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Estas vacuolas tienen como funcién el almacenaje de almidén en la microspora

(Pacini et al., 2000).

La formacién de granos de polen tricelulares esta claramente ilustrada para los
tres taxa. En el 70 % de las angiospermas estudiadas los granos de polen son
liberados al ambiente en estado bicelular (Greyson, 1994), mientras que en el
30% restante se liberan en un estado tricelular, debido a una nueva division
mitética de la célula generatriz. La presencia de granos de polen tricelulares
clasifica a las dos especies parentales y a su hibrido dentro del 30% de las

angiospermas en las cuales el polen se libera de esta forma.

En resumen, el desarrollo de la antera y de los granos de polen en las especies
parentales y en el hibrido concuerda perfectamente con el descrito para la familia
Cactaceae (Johri et al. 1992; Davis, 1966; Walter y Doyle, 1975) y particularmente

para la tribu Pachycereeae (Nufiez-Mariel, 2005).

Dados estos resultados se afirma categdéricamente que no existe evidencia de

esterilidad en el androceo, en su desarrollo, ni en la estructura o viabilidad de los

granos de polen del hibrido entre N. tetetzo y C. columna-trajani.
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VIIl. CONCLUSIONES

- La evidencia morfolégica presentada en este trabajo demuestra que los granos
de polen de Cephalocereus columna-trajani, de Neobuxbaumia tetetzo y del
hibrido se desarrollan de manera normal, produciendo granos de polen

morfolégicamente bien desarrollados.

- De acuerdo con la evidencia, los granos de polen de Cephalocereus columna-

trajani, de Neobuxbaumia tetetzo y del hibrido tienen alta viabilidad.

- En general los granos de polen de la especie hibrida son mas parecidos a los

presentes en Cephalocereus columna-trajani que a los presentes en

Neobuxbaumia tetetzo.
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IX. APENDICES

IX.1. Apéndice |. Generalidades palinologicas

Polaridad

Las partes de un grano de polen son nombradas de acuerdo a la orientacion del
grano de polen o espora en la tétrada (Fig. 15). EI polo proximal es aquel que
esta mas cercano al centro de la tétrada, mientras que el distal es aquel que esta
mas lejos. El eje polar es una linea que pasa del centro del polo proximal al
centro del polo distal. El eje ecuatorial por otro lado es una linea perpendicular al

eje polar (Shivanna, 2003).

POLO DISTAL

EJE POLAR

EJE
ECUATORIAL

POLO
PROXIMAL

Fig. 15. Diagrama de una tétrada tetraédrica de microsporas mostrando los dos polos y los dos

ejes.
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Simetria

La simetria es la cualidad inherente que tiene un cuerpo, por la que es capaz de
dividirse en mitades iguales o similares (Ferndndez y Diez, 1990). El plano
ecuatorial divide al grano de polen en dos hemisferios, si estos son iguales el
grano de polen es llamado isopolar, si son diferentes es llamado heteropolar
(Shivanna, 2003). Por su parte el numero de planos de simetria verticales
depende del namero y posicibn de las aberturas. Walker y Doyle (1975)
establecen dos tipos de polen segun su simetria basada en el nimero de planos

verticales; radiosimétricos y bisimétricos.

Los granos de polen radiosimétricos segin Walker y Doyle (1975) son aquellos
gue presentan tres o0 mas planos de simetria verticales, que pasan por el eje
polar. Por otra parte los granos de polen bisimétricos son aquellos que tienen
solo dos planos de simetria verticales. Dentro de estos ultimos, Fernandez y Diez
(1990), distinguen otros dos tipos; el isobisimétrico y el heterobisimétrico. Entre
ellos la unica diferencia es que en los primeros, los ejes ecuatoriales son de igual
longitud, contrario a lo que ocurre en el polen heterobisimétrico. Las diferentes

combinaciones han sido establecidas en la Tabla 6.
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| ISOPOL ARES

HETEROPOLARES

Tabla 6. Tipos de simetria en granos de polen (Tomado de Fernandez y Diez, 1990).

Simetria

Bisimétricos

Asimétricos

Radiosimétricos

Isobisimétricos

Heterobisimétrico

Vista Vista Polar

ecuatorial

Vista Vista Polar

ecuatorial

Vista
ecuatorial

Vista Polar

OO0
©®OD

O O
O O

S
aD

2

Vista
ecuatorial

Vista polar

Vista
ecuatorial

Vista polar

Proximal | Distal

Proximal | Distal

Vista
ecuatorial

Vista
ecuatorial

Vista polar

Proximal | Distal

Vista polar

Proximal

Distal

v,
OO

OO0

OO

*El cuadro ha sido modificado del original de acuerdo a la recomendacién de Nilsson y Muller

(1978) que no consideran el término “subisopolar” por lo que este ha sido suprimido de la tabla.
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Asociacion

Los granos de polen pueden presentarse en forma de unidades individuales,

lamadas moénadas

0 asociados con otros granos de polen. Cuando

se

encuentran asociados, son llamados granos de polen compuestos (Pacini, 1997).

El nimero de granos de polen en una asociacion puede ser de dos (diada),

cuatro (tétrada) o multiples de cuatro (poliada), incluso se pueden asociar un gran

namero de granos

de polen en una estructura conocida como masula (en

miembros de la familia Orchidaceae) o en forma de polinia, estructura en la cual

todas las microsporas de un esporangio permanecen juntas (Shivanna, 2003)

(Tabla 7).
Tabla 7. Tipos de asociacion de granos de polen.
Asociacion Diagrama de la asociacién
Diada <I)
TN
Poliada
e e et
Méasula L RIS
' S v/
P
L i
. Saistenss
Polinia “'Z:E:E"F"
>
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Contorno meridional y polar

El contorno de un grano de polen puede ser utilizado para describir la forma

general de un grano de polen de manera sencilla* (Moore et al., 1991). La forma

del contorno es observada desde un punto de vista meridional y desde un punto

de vista polar, y de acuerdo a esas observaciones se ha establecido una

clasificacion (Tabla 8).

Tabla 8. Tipos de contorno para granos de polen (Tomado de Reitsma, 1970; en Moore et al., 1991)

CONTORNO POLAR

CONTORNO MERIDIONAL

CIRCULAR Q CIRCULAR Q
ACUMINADO
ELIPTICO EMANADO
ELIPTICO @
NO-ANGULAR TRUNCADO C
AGUDO AGUDO 3
£ B @ E
TRIANGULAR A Q RECTANGULAR = & =
OBTUSO OBTUSO &
ANGULAR @ &
& @ ® @
AGUDO AGUDO .
QUINQUANGULAR Q Q ROMBICO : <>
OBTUSO OBTUSO
O 7 O
@ :
&

*Para los autores es el mejor método pues consideran dificil determinar la forma debido a variaciones provocadas por el

método de extraccion y el medio de inclusién, ademas de las dificultades que implica analizar un objeto tridimensional con

un microscopio bidimensional normal. A pesar de esto existen métodos alternativos que establecen otras clasificaciones.




Tamarfo

El tamafo de los granos de polen es altamente variable y el rango va de 5 hasta
200 ym. En la mayoria de las especies el tamafio del polen varia entre 15y 50 um
pero existen especies en las cuales los granos de polen alcanzan tamafos muy
grandes, como por ejemplo en Crossandra en la cual el tamafio es mayor a 500
um o en las plantas de los géneros Amphibolis y Zostera donde el tamafio de los

granos de polen alcanza los 5 mm (Shivanna, 2003).

Kremp (1965) describe el tamafio de los granos de polen por medio de dos
célculos. El primero es el promedio de la longitud del eje polar y el segundo es el
promedio de la longitud del eje ecuatorial. En un estudio palinolégico debe
mencionarse ademas de los promedios el rango de los datos obtenidos para cada

eje.
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Forma

La forma de los granos de polen es importante para su analisis. Kremp (1965)
desarroll6 una clasificacion basandose en un indice que relaciona al eje polar con
el eje ecuatorial. Este indice representa el cociente entre los valores de longitud
(E) obtenidos para el eje polar y los valores de longitud (P) obtenidos para el eje
ecuatorial. Asi la relacion E/P de cada grano de polen determina su forma de
acuerdo a esta clasificacion (Tabla 4). El porcentaje que presente cada forma de
acuerdo al total de los granos de polen en una especie debe ser mencionado, asi

como su rango de datos.

Tabla 9. Clasificacion de los granos de polen segun su forma. (Tomado de Kremp, en Pérez,

2007) ]
Forma Indice P/E
Perprolato >2
Prolato 20-1.33
Subprolato 1.33-1.14
Prolato-esferoidal 1.14-1.0
Oblato-esferoidal 1.0-0.88
Suboblato 0.88 -0.75
Oblato 0.75-0.50
Peroblato <0.50
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Aberturas

Las aberturas son las areas del grano de polen en las cuales el tubo polinico
emerge durante la germinacion del polen. En éstas, la pared de exina esti
ausente para facilitar la germinacion. Existen diversos tipos de abertura y son
clasificados con base en su forma, numero y posicion (Shivanna, 2003). La
clasificacion es simple y consistente. El nUmero de aberturas es indicado con el
prefijo mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-, antes de indicar el tipo de abertura.
Seguido de esto se escribe el tipo de abertura (Tabla 10). Granos de polen con
poros, son llamados porados; con colpos, colpados, etc. Incluso pueden existir
granos de polen con poros Yy colpos, los cuales son llamados colporados (Moore

et al., 1991).

Tabla 10. Tipo de aberturas. (Tomado de Erdtman, 1965; en Fahn, 1990).

Tipo de abertura

Sulco: Hendidura elongada perpendicular

al eje polar O

Colpo: hendidura elongada perpendicular

al eje ecuatorial. Sus terminaciones estan <D O

dirigidas a los polos

Ruga : Una hendidura elongada en la cual
la direccién difiere del sulco y del colpo

Poro: Una apertura circular. O Q
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Exina

La pared de exina del grano de polen esta dividida en una capa externa y
ornamentada llamada sexina y en una capa interna no ornamentada llamada
nexina. La sexina tiene la forma de un grupo de varillas (columelas) radialmente
dirigidas que sostienen un techo (tectum). EI baculo es una “varilla” que no
sostiene a ningun elemento. El tectum puede ser completo parcial o ausente. En el
primer caso se dice que la exina es tectada, en el segundo que es semitectada y
en el ultimo caso que es intectada (Moore et al., 1991). Teniendo en cuenta el tipo
de ornamentacion y la presencia o ausencia del tectum es posible clasificar a los

granos de polen en diversas categorias (Tabla 11).

Tabla 11. Tipos de ornamentaciones. (Tomado de Moore, 1991).

Tipo Descripcion Vista de superficie Seccion de la pared

Psilada

—’—_—_'_'__-—___ .
Superficie completamente lisa 1000000044,

Perforada Superficie como pequefas

perforaciones menores a  1lum de

diametro
Faveolada
Con perforaciones 0 depresiones
a4 a
.z “"—_—-———__-—-
mayores a 1ym de didametro
Escabrada
0] Con elementos variados en forma y Jannanang,
_— T
Granulada menores a 1um de didmetro Eeees s

62




Verrugada

Con elementos mayores a 1uym
parecidos a verrugas mas anchos que

altos y sin constriccion en su base.

p_ﬁ:&_a_q
10000000,
—_— T

00u00U a0l e

Baculada Con elementos en forma de varilla mas
largos que anchos y mayores a 1um de X\N\ﬂﬂﬂﬂfﬁm
"'_——-—-‘—"‘-_
alto.
Gemada Con elementos mas anchos que largos
y constrefiidos en su base. mayores a -
22220
1um de altura.
Claveada Elementos circulares mayores a 1ym de
alto, parecidos a un baculo mas grueso
OO0,
en la punta que en la base.
Pilada Con elementos en forma de varilla, pero
con una cabeza en forma de botén o m}?}?
. I Y
perilla, mayores a 1um.
Equinada Con elementos puntiagudos mayores a
1pum.
300000007
_————_—‘_\_
Rugulada Con elementos elongados en cualquier
direccion arreglados en un patrén e T
y armeg P {a00000 65,
C— T
irregular. Mayores a 1um. atlolilfag
/————__‘-—
Estriada Con elementos elongados en cualquier
direccibn que corren mas 0 menos PPN
jgoﬁﬂﬂﬂﬂﬂg
. —_—
paralelos. La Longitud es al menos 2 M
' —_— T
veces la anchura
Reticulada Con baculas fusionadas formando
estructuras elevadas como muros y con P
300080004,
. —_—
depresiones entre ellas. Los muros
apuod an
—_— T

igual o menos anchos que las

depresiones
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Area Polar

Las areas de un grano de polen que no son ocupadas por las aberturas son
llamadas de diferentes maneras y depende primero del tipo de aberturas
adyacentes y segundo de la posicion de esas aberturas. El area bordeada por dos
colpos es llamada mesocolpio mientras que la bordeada por dos poros es llamada
mesoporio. Las areas de los polos que no estdn ocupadas por las aberturas se
llaman apocolpio, si las aberturas que se encuentran arregladas en esa zona
son colpos, y apoporio si las aberturas que se encuentran arregladas en esa zona

son poros.

Kremp (1965) desarrollé una clasificacion para determinar el tamafio del area
polar, en funcién de un indice (Tabla 12) que relaciona el diametro del grano de
polen (D) en vista polar, con la distancia entre aberturas (en esa misma vista) (d).
Asi el cociente d/D de acuerdo a esta clasificacion determina la magnitud del area
polar.

Tabla 12. Clases e indices clases del apocolpio. (Tomado de Kremp, en Pérez, 2007)

Area polar (indice del apocolpio)

Indice Tamarfo

l. P. = (0) Area polar ausente

l. P.=(0 - 0.25) Area polar pequefia

l. P. = (0.25 — 0.50) Area polar mediana

l. P. = (0.50 — 0.75) Area polar grande

l. P. = (0.75) Area polar muy grande
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