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RESUMEN

El androdioicismo es un sistema reproductivo raro debido a las estrictas condiciones
que se requieren para su mantenimiento, entre las que destaca, el que el morfo
masculino debera presentar el doble de ventaja en la adecuacion, que el morfo
hermafrodita. Para valorar si en Prockia krusei se presenta dicha condicion, se
evaluaron algunos de los componentes indirectos de la adecuacion tanto en el morfo
hermafrodita como en el masculino, como lo son el numero de estambres por flor,
el numero de granos de polen por antera, asi como la viabilidad, germinacion y
presencia de almidon de los mismos. lgualmente, se describio la morfologia de los
granos de polen. El numero de estambres, el numero de granos de polen, la
viabilidad, la germinacion de los granos de polen en dos de los medios utilizados,
asi como la presencia de almidon en los granos de polen, resultaron
significativamente mayores en el morfo masculino, lo que concuerda con los
principios que explican el mantenimiento de este sistema. La morfologia de los
granos de polen varié dentro y entre morfos florales. EI morfo masculino presento
granos de polen tricolpados, tricolporados y tricolporoidados, mientras que en el

morfo hermafrodita se encontraron granos de polen tricolpados y pericolpados.

Este trabajo apoya la evidencia de la androdioecia funcional en P. krusei, y permite

realizar especulaciones acerca de su mantenimiento y evolucion.



INTRODUCCION

La androdioecia ha recibido atencion por su rareza y porque ha resultado dificil
explicar la persistencia de los machos en poblaciones hermafroditas. Los estudios
sobre las especies androdioicas no solo son a nivel morfolégico, sino que han
pasado al plano funcional, evitando confusiones en cuanto a la determinacion de
este tipo de sistema reproductivo. Una herramienta utilizada en estos casos son las
pruebas de polinizacion, las cuales han logrado descartar varias especies que se

creian androdioicas (Landry y Rathcke, 2007).

La floracion y la fructificacion de las plantas representa una de las unicas
oportunidades en el ciclo de vida para movilizar lo genes entre las poblaciones e
individuos a través del polen y las semillas (Barrett, 2003). El sistema de
apareamiento, que es la proporcion de semillas que se producen por polinizacion
cruzada o autopolinizacion, determina de manera importante el éxito reproductivo

de los individuos, asi como la estructura genética de las poblaciones.

Estudios previos (Mayorga-Lizaola, 2013; Vazquez-Barron, 2013) determinaron que
en Prockia krusei existia polimorfismo en los gineceos, de igual manera, se vio que
individuos con el gineceo mas pequefio que el androceo (morfo masculino) no
producian frutos, en cambio, los individuos que presentaban flores con el gineceo
sobresaliendo del androceo (morfo hermafrodita) si los producian, con ello, se

concluyd que Prockia krusei es una planta androdioica.

El propdsito de esta investigacion es determinar el papel que juega la adecuacion

de la funcién masculina en la reproduccién y el mantenimiento de la androdioecia



en Prockia krusei (Salicaceae), bajo el supuesto que el morfo masculino presentara
mas del doble de ventaja en la adecuacion de la funcion masculina sobre el morfo

hermafrodita.

ANTECEDENTES

SISTEMAS DE APAREAMIENTO EN PLANTAS

Es la forma en que se transmiten los genes de una generacion a otra a través de la
reproduccion sexual. Determinantes importantes de los sistemas de apareamiento
de las plantas son los 6vulos por parte de la madre y el éxito masculino a través del

polen (fertilidad masculina; Barrett, 1998).

La probabilidad de las plantas de autofecundarse o entrecruzarse esta asociada con
una gran variedad de factores ecologicos, morfologicos y fisioldégicos que,
combinados, determinan y caracterizan el sistema de apareamiento (Raimundez y

Ramirez, 1998).

Algunos de los sistemas de apareamiento mas comunes son:

*Autogamia: es aquella que se presenta cuando el transporte del polen se lleva a
cabo dentro de la misma flor, llegando al estigma de ella. Se presenta en flores

hermafroditas 0 monoclinas; es decir que tienen los dos sexos.

*Geitonogamia: Es el resultado de la transferencia de polen entre flores del mismo
individuo. Comun en las especies de floracion masiva, genéticamente equivalente

a la autofecundacion (Barrett, 1998).
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*Alogamia: Cuando el transporte de polen ocurre entre flores de individuos

diferentes (Pagina en red: Hipertextos del area de la biologia, 2013).

El hecho de que una flor sea hermafrodita, no supone necesariamente que la
polinizacién sea por autogamia; por ejemplo, en la naturaleza, se observan un gran
numero de casos con complejos dispositivos de caracter anatomico y funcional que
impiden la autopolinizacion o autogamia. En realidad, la polinizacidon que mas se
presenta es la alogamia, aunque a la autogamia le corresponde asegurar la
polinizacién cuando por causas diversas, la alogamia ha fracasado o no se
presenta, aun asi existen plantas que son normalmente autégamas (Jaramillo-Platt,

20086).

SISTEMAS REPRODUCTIVOS EN PLANTAS

Los sistemas reproductivos resultan de la combinacion especifica de varias
caracteristicas como compatibilidad genética, sexualidad, variacién temporal en la
maduraciéon de los sexos o barreras morfologicas florales para evitar la
autofecundacion. De estos atributos, la unisexualidad y la autoincompatibilidad
genética representan los caracteres mas eficientes en promover la polinizacion
cruzada. En este sentido, la informacién de los sistemas reproductivos de especies
de plantas es importante, ya que determinan el flujo de genes y por consiguiente la
estructura genética dentro de las poblaciones y la diferenciacion genética entre ella

(Lemus-Jiménez y Ramirez, 2005).

Las angiospermas son en su mayoria hermafroditas o cosexuales (75% - 90% del

total de las especies), es decir que contienen tanto érganos sexuales femeninos
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(pistilos) y masculinos (estambres). Los 6rganos sexuales pueden estar separados
espacialmente en la flor (hercogamia) o pueden ser funcionales en diferentes
momentos (dicogamia), reduciendo asi la probabilidad de autopolinizacién (Barrett,
2002). Se ha considerado al hermafroditismo como ancestral, a partir de la cual ha
evolucionado el mayor repertorio de sistemas reproductivos que se conoce en la

naturaleza (Cuevas-Garcia y Abarca-Garcia, 2006).

Pocas angiospermas (~ 10%) tienen flores unisexuales, caracter que se asocia con
un amplio espectro de estrategias de género, que involucran varias combinaciones
de flores femeninas, masculinas y hermafroditas en la planta y en la poblacion. A
pesar de los patrones aparentemente complejos de la diversidad sexual en las
plantas con flores, se pueden distinguir dos categorias en donde pueden entrar
practicamente todas las especies: Una de ellas es cuando las especies
hermafroditas y monoicas son sexualmente monomorficas, donde todos los
individuos presentan un unico morfo. Mientras que las poblaciones dioicas y sus
derivados son sexualmente polimorficas, pues presentan dos o mas morfos, ya sean
estrictamente unisexuales como en las dioicas o0 una combinacién entre
hermafroditas y femeninas (ginodioecia) o con masculinas (androdioecia; Dellaporta

y Calderon-Urrea, 1993; Barrett, 2002; Gleiser y Verdu, 2005; Charlesworth, 2006).

MANTENIMIENTO DE ESPECIES ANDRODIOICAS FUNCIONALES

La androdioecia es un polimorfismo sexual en el cual individuos hermafroditas y
masculinos coexisten en una poblacion (Charlesworth, 1984; Barret, 1998; Stewart

y Phillips, 2002; Saumitou-Laprade et al., 2010). Los modelos tedricos que explican
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la existencia y el mantenimiento de la androdioecia predicen que es un sistema de
reproduccion muy raro al presentarlo menos del 1% de las angiospermas (Lloyd,

1975; Aranha-Filho et al., 2009).

La androdioecia ha sido bien estudiada en términos de teorias que predicen las
condiciones que permiten su evolucién y mantenimiento, pero la determinacién de
androdioecia funcional en las poblaciones naturales ha resultado dificil, es por ello
que muchas especies han sido consideradas como androdioicas y posteriormente,
determinadas como dioicas funcionales (Stewart y Phillips, 2002). De igual forma,
es dificil distinguir la androdioecia y el hermafroditismo en algunas especies, pues
las hermafroditas pueden presentar estambres muy similares al morfo masculino de
la especie androdioica en cuanto a la frecuencia de dehiscencia y la liberacion de

polen (Aranha-Filho et al., 2009).

La evolucion de la androdioecia es poco probable, su existencia representa un
desafio para los supuestos que subyacen en la teoria por ello es necesaria la
reconciliacion con las observaciones empiricas y se requiere una minuciosa
exploracion de las condiciones que han permitido a la androdioecia evolucionar en

diversas especies (Charlesworth, 1984; Pannell y Verdu, 2006).

En general, se consideran especies androdioicas funcionales que se estan
manteniendo en una poblacién de acuerdo a una Estrategia Evolutivamente Estable
(EEE) si cumplen los siguientes requisitos: 1) doble ventaja en la adecuacion

masculina del morfo masculino sobre el hermafrodita, 2) baja frecuencia de
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individuos masculinos (menor al 50%) y 3) que las flores hermafroditas presenten
autoincompatibilidad o tasas de autofecundacién bajas. Siendo estos
requerimientos, una consecuencia el uno del otro (Lloyd, 1975; Charlesworth, 1984;
Philbrick y Rieseberg, 1994; Stewart y Phillips, 2002; Wolf y Takebayashi, 2004;

Pannel y Verdu, 2006; Landry y Rathcke, 2007; Saumitou-Laprade et al., 2010).

1) Doble ventaja en la adecuaciéon masculina del morfo masculino sobre el

hermafrodita

Los individuos masculinos de poblaciones androdioicas se reproducen por polen,
mientras que las hermafroditas lo hacen tanto por semilla como por polen. Ademas,
los érganos sexuales masculinos y femeninos de las plantas que se reproducen por
semilla juegan un papel desigual en los dos sistemas. Los granos de polen, a
diferencia de los 6vulos, no desarrollan semillas in situ, sino que deben ser
transferidos al gineceo funcional de otro individuo. El éxito de un macho de una
poblacion androdioica implica la competencia directa entre las plantas productoras
de polen, la proporcion de sexos en la poblacion, los sistemas de incompatibilidad
y la produccion de polen de las hermafroditas. Debido a que el nUmero de granos
de polen es mayor que el numero de 6vulos en cualquiera de los morfos, al hacer
una comparacion, no se debe tomar en cuenta sélo la cantidad de polen que

producen los machos sino también la calidad de los mismos (Lloyd, 1975) .

Asimismo, dado que el genoma se hereda por ambos padres en el morfo masculino,

la existencia de esterilidad femenina reduciria la adecuacidén de masculinos. Por ello
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se debe compensar esa pérdida de adecuacion femenina con aumento en la

adecuacion masculina (Charlesworth y Laporte, 1998).

Esta ventaja en la adecuacion puede reflejarse en la produccion de numeros de
granos de polen, asi como la capacidad de viabilidad y germinacion de los mismos,

por dar ejemplos.

2) Baja frecuencia de individuos masculinos

Las poblaciones androdioicas tenderan a mantener una frecuencia tan baja de
individuos masculinos que no podran ser facilmente reconocidos en una poblacién.
Cuando la fecundaciéon cruzada se mantiene constante a niveles bajos a
moderados, la frecuencia masculina debe aumentar a medida que incrementa la
depresion endogamica debido a que: la adecuacion de las hermafroditas
autocompatibles disminuye a medida que aumenta la depresion endogamica, la
adecuacion relativa de los masculinos incrementa a medida que disminuye la
adecuacion de las hermafroditas y crece la frecuencia de masculinos a medida que

aumenta la adecuacion masculina (Landry y Rathcke, 2007).

La doble ventaja de la adecuacién es un requisito minimo que permite la
persistencia de las plantas macho a bajas frecuencias. La ventaja requerida de la
adecuacion de los masculinos aumenta de manera exponencial a medida que crece
la frecuencia de masculinos a 50%, por lo que se espera que las poblaciones

androdioicas tengan bajas frecuencias masculinas (Landry y Rathcke, 2007).
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Abreviadamente, se esperan frecuencias bajas masculinas ya que la ventaja del
doble en la adecuacion se logra sélo si la frecuencia de machos es baja, por lo que

si aumenta la frecuencia deberia aumentar aun mas la ventaja de los masculinos.

Saumitou-Laprade et al. (2010) demostraron que las proporciones de machos en
las poblaciones androdioicas pueden ser mayores que las predichas teéricamente
debido a que los hermafroditas pertenecen exclusivamente a uno de los dos grupos
de auto-incompatibilidad gametofitica presentados en la especie Phillyrea
angustifolia, y por lo tanto, cada uno puede interactuar con sélo la mitad de todos
los receptores de polen. Por el contrario, los machos pueden polinizar todas las
hermafroditas. Por lo tanto, en P. angustifolia, la desventaja reproductiva a la que
los machos se enfrentan debido a la pérdida de la funcion femenina es compensada
por el hecho de que todos los machos son totalmente compatibles con todos los

receptores de polen, aunque éste se produzca en las mismas proporciones.

En términos mas simples se puede considerar que la frecuencia masculina sera baja
si presenta alta adecuacion relativa ya que se necesitara gran cantidad de 6vulos

disponibles para fecundar.

Género funcional

La morfologia floral es uno de los criterios usados para clasificar los sistemas de
apareamiento, asi como la realizacion de polinizaciones controladas, pero uno de
los criterios con mayor relevancia esta basados en la adecuacion del género

funcional, el cual permite cuantificar el éxito reproductivo que tienen los individuos
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o al beneficiarse del masculino (polen) o del femenino (produccién de semillas;

Delph y Wolf, 2005).

El género funcional de las hermafroditas esta influenciado tanto por el polen y la
produccion de semillas (asignacion de género) como por la frecuencia de
unisexuales (el género funcional es dependiente de la frecuencia). Por ejemplo, si
las hermafroditas producen mucho menos polen que los masculinos, éstos
fecundaran a la mayoria de los 6vulos. De esta manera, el género funcional de las
hermafroditas sera altamente sesgado hacia el femenino. Asi, la produccién de
semillas y de polen de las hermafroditas en relacion con los masculinos influye en
la adecuacién relativa de los dos morfos, y por lo tanto influye en la proporcién de

sexos (Delph y Wolf, 2005).

Un término que se ha ligado con la asignacion de género en las hermafroditas es el
de plasticidad, el cual supone que éstas pueden alterar su produccion de semillas o
de polen dependiendo de las condiciones ambientales. Sin embargo, en la mayoria
de las especies que han sido descritas como androdioicas, la plasticidad en la

produccion de polen y évulos no esta presente (Delph y Wolf, 2005).

3) Autoincompatibilidad o tasas de autofecundacion de bajas a moderadas.

La adecuacion femenina tiende a ser limitada por los recursos que se necesitan
para formar semillas y frutos, mientras que la adecuacién masculina se ve limitada
por las oportunidades de apareamiento y el costo de recompensas. De presentarse
autofecundacion de los individuos hermafroditas, esto dejaria menos o&vulos

disponibles para ser fecundados por el polen masculino, siempre y cuando no
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existan mecanismos que eviten la autopolinizacion. Con lo que la adecuacion

masculina se reduciria al minimo.

ANDRODIOECIA COMO UNA ESTRATEGIA EVOLUTIVAMENTE ESTABLE

Se entiende como una Estrategia Evolutivamente Estable (EEE) a una estrategia
(en este caso la asignacion a las funciones macho y hembra) que, de ser adoptada
por la mayoria de los individuos de una poblacion, una mutacion no podra invadir
dicha poblacion, que en este caso serian individuos con otro patron de asignacion
a las funciones reproductivas (Eguiarte et al., 1992).

Charnov (1982) describe la estabilidad evolutiva de la androdioecia graficamente
(Figura 1). Mientras que una curva concava (cuando los individuos femeninos y
masculinos presentan su mayor adecuacion) representa estabilidad de la dioecia, y
una convexa (los hermafroditas presentan igual adecuacion femenina y masculina)

cuando la poblacién se encuentre estable en el hermafroditismo.

La estabilidad de la androdioecia requiere una curva concava al final del masculino
(favoreciendo a los masculinos unisexuales) y convexa al final de las femeninas
(favoreciendo a las hermafroditas parcialmente femeninas). Aunque no se han

encontrado situaciones biologicas en donde se presente este tipo de curva.
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Female fitness

Male fithess

Figura 1. Curvas de ganancia propuestas por Charnov (1982). 1 y 4) Mayor adecuacion femenina y
masculina respectivamente que forman una curva céncava representan estabilidad de la dioecia
(linea punteada). 2 y 4) Mayor adecuacion de hermafroditas sesgadas a las femeninas y de
masculinos respectivamente formando una curva convexa al final de las femeninas y céncava al
final del masculino representando la estabilidad de la androdioecia (linea continua) 3) Adecuacién

masculina y femenina igual representando la estabilidad del hermafroditismo (linea discontinua).

Charlesworth y Charlesworth (1981) ampliaron este analisis a poblaciones
parcialmente endogamicas y mostraron que la forma de las curvas de ganancia ya

no es un buen predictor de que el sistema reproductivo sera estable.

EVOLUCION DEL ANDRODIOICISMO
Se han encontrado especies androdioicas pertenecientes a diversas familias de
angiospermas (Alismataceae, Oleaceae, Cactaceae, Combretaceae, Datiscaceae,

Euphorbiaceae, Cucurbitaceae, Moraceae) lo cual podria indicar que la
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androdioecia ha evolucionado independientemente en varias ocasiones (Wolf y
Takebayashi, 2004).

En estas rutas evolutivas se considera al androdioicismo como un estado intermadio
entre el dioicismo y el hermafroditismo

-Evolucién de la androdioecia a partir del hermafroditismo

Debido que se piensa que las flores hermafroditas son la forma ancestral, los
modelos de evolucion del androdioicismo han apuntado a que estas poblaciones
surgieron a partir de hermafroditas (Charlesworth, 1984; Barrett, 2002).

Para que esto ocurra se requiere la invasion de un mutante con esterilidad femenina,
creando una poblacién androdioica, seguida de una gradual o abrupta disminucién
en la produccion de hermafroditas que comenzaran a ser puramente femeninas
dando lugar a una poblacion dioica (Delph y Wolf, 2005).

La evolucién del androdioicismo requiere de algunas condiciones, como lo es que
la proporcion de sexos sea constante, siendo menor la de los masculinos, y que se
presenten altas tasas de entrecruzamiento (Wolf y Takebayeshi, 2004)

Ademas, a diferencia de la ginodioecia, la androdioecia puede evolucionar a partir
del hermafroditismo, como resultado de la seleccién para evitar la endogamia, ya
que la autofecundacion de inmediato hace que los 6vulos no estén disponibles para

los machos (Pannell, 2002b).

Segun algunos autores (Richards, 1986; Lepart y Dommé, 1992) la presencia de
vestigios de 6rganos sexuales en individuos unisexuales, apoyarian la hipotesis del

origen del androdioicismo via hermafroditismo.
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Adicionalmente, Wolf y Takebayashi (2004) proponen que si las hermafroditas
contribuyen genéticamente a partir de la funcién masculina, puede ser indicio que

la evolucion hacian la dioecia aun no ha llegado a su fin.

Para una revision sobre las especies que se ha sugerido han evolucionado a partir

de esta ruta ver Anexo 2.

-Evolucion de la androdioecia a partir del dioicismo

La evidencia indica que la evolucion de la androdioecia a partir de la dioecia ha
ocurrido en repetidas ocasiones (Charlesworth, 1984; Pannell, 2002a; Wolf y
Takebayashi, 2004; Pannel y Verdu, 2006).

De ser este el caso, se requiere que en una poblacion dioica, haya una invasion y
propagacion ya sea de flores femeninas productoras de polen o de flores masculinas
productoras de semillas. Inicialmente en la poblacion apareceria evolutivamente un
sistema sexual dificil de mantener conocido como trioecia, en el cual existen tres
morfos: uno hermafrodita, uno masculino y el otro femenino. Posteriormente, se cree
que lo mas probable es un desplazamiento rapido de uno de los morfos unisexuales
por las hermafroditas, surgiendo poblaciones androdioicas (Wolf y Takebayashi,
2004).

La invasion de las hermafroditas se podria ver favorecida si:

- La produccioén de semillas de las flores femeninas esta limitada por la falta de
polen, podria ser que éstas produjeran algo de polen para fecundar sus propios
ovulos. Esta limitacion de polen puede deberse a varios factores entre los que se

encuentra una pérdida del movimiento del aire o de polinizadores biéticos, una baja
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calidad de los gametos masculinos, pérdida de donadores de polen por bajas en la
densidad poblacional, etc. (Wolf y Takebayashi, 2004).

-Las hermafroditas son autocompatibles. En hermafroditas, la limitacion de polen no
decrementa la produccion de semillas pero si incrementa la autofecundacion (Wolf
y Takebayashi, 2004).

-Las hermafroditas presentan alto éxito reproductivo total. Incluso si la reasignacion
de recursos para la produccién de polen redujera la produccién de ovulos, el
aseguramiento de la reproduccién debido a la auto-fecundacion puede permitir a los
hermafroditas tener una mayor adecuacion total que las femeninas (Pannell et al.
2008).

Por otro lado, el mantenimiento de los masculinos se ve favorecido por
hermafroditas que sean buenas productoras de semillas, con baja adecuacion del
polen y tasa de autofecundacién baja.

Soportando la teoria de que el autocruzamiento es necesario para la evoluciéon de
la androdioecia a partir del dioicismo, todas las especies que se ha supuesto derivan
de la dioecia son auto-compatibles y muestran importantes tasas de
autocruzamiento (Wolf y Takebayashi, 2004).

Por otro lado, los individuos masculinos en una especie dioica habran estado bajo
seleccién por la alta fecundidad del polen durante muchas generaciones, mientras
que un nuevo mutante hermafrodita que surge de una femenina probablemente es
que tenga baja produccién de polen (Wolf y Takebayashi, 2004).

Esto podria satisfacer la condicion de la evolucion de la androdioecia que se refiere
a que los masculinos tienen al menos dos veces mas éxito reproductivo masculino

que las hermafroditas (Charlesworth, 1993).
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Para una revision sobre las especies que se ha sugerido han evolucionado a partir

de esta ruta ver Anexo 3.

En los ultimos afnos, ha tomado fuerza la hipotesis que implica una variante a esta

ruta y se refiere a la EVOLUCION DE LA ANDRODIOECIA A PARTIR DE UN

INTERMEDIARIO HERMAFRODITA POR DINAMICA POBLACIONAL.

Se han utilizado los patrones de diversidad genética en Mercurialis annua para
proporcionar pruebas empiricas de la asociacidn entre la historia de la colonizacion

y el sistema sexual en plantas.

Asi, laimportancia de la seleccion para el aseguramiento de la reproduccion durante
el establecimiento de la colonia, junto con la presion de competencia con
compaferos locales, provee una explicacién plausible para la evolucién del
hermafroditismo en especies androdioicas, es decir, las oportunidades de
apareamiento dependen estrechamente de la densidad poblacional, (Obbard et al.,

2006).

Pannell (2000) ha sugerido que la evolucién de la androdioecia en Datisca,
Mercurialis y Eulimnadia a partir de dioecia puede tener un intermediario
hermafrodita debido a la dinamica metapoblacional. Esto es que en una especie
dioica con frecuente extincion y establecimiento de nuevas subpoblaciones, las
femeninas con poca produccion de polen (hermafroditas) podrian establecer nuevas
poblaciones al realizar autofecundacién. Asi, debido a que la fecundidad de los
granos de polen masculinos seria mayor que el de las hermafroditas, los masculinos

podrian subsecuentemente establecerse en esa poblacion hermafrodita.
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En el caso extremo de que una poblacion es fundada por un solo hermafrodita
autocompatible, toda la progenie debe ser el resultado de autofecundacion en caso
de ocurrir reproduccion. Si esta colonizacion es frecuente, se seleccionara la
asignacion de sexo femenino sesgada en hermafroditas a nivel metapoblacion como

consecuencia de episodios de la competencia local de comparieros.

Sin embargo, si el crecimiento del tamafio de la poblacién y la densidad después de
la colonizacion da lugar a un aumento de las oportunidades de exogamia, entonces
la asignacion de sexo femenino sesgada de la poblacién fundadora ya no sera
evolutivamente estable, y la poblacidén estara abierta a la invasion de los individuos

masculinos.

Esta invasion se hace posible porque los masculinos logran una ventaja mayor que
la fertilidad sobre hermafroditas porque estos ultimos invierten solo ligeramente en

funcion masculina (Pannell, 2001).

Sin embargo esta explicacidn no aborda los factores que permitirian que las
femeninas se conviertan en incompatibles comunes en la poblacion de origen para

fundar nuevas poblaciones.

Para ello Wolf y Takebayashi (2004) proponen un modelo que muestra que la
limitacion de polen permitira a las hermafroditas invadir via seleccién positiva incluso
si las hermafroditas tienen una reduccién en la produccion de 6vulos debido a la

reasignacion de recursos necesaria para la produccién de polen.

Ya que las condiciones para que los masculinos invadan una poblaciéon hermafrodita
son generalmente los mismos que se necesitan para el mantenimiento de los
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masculinos después de la invasion hermafrodita a una poblacion dioica, los
requerimientos dentro de la poblacion para que la androdioecia evolucione
directamente de una poblacién dioica o por medio de un intermediario hermafrodita

son idénticos.

Lo mas probable es que solo se necesita un cambio de regulacion de menor
importancia en las hembras para activar (o no suprimir) una via de desarrollo de
espermatozoides o polen que normalmente soélo se activan en los machos; asi es
como surgioé en los hermafroditas de C. elegans. Del mismo modo, las mutaciones
de las hermafroditas se sabe que surgen espontdneamente en las especies de
plantas dioicas a través de la pérdida de genes que suprimen el desarrollo femenino
en los masculinos (Westergaard, 1946, 1958; Lardon et al., 1999 ). Por lo tanto, la
mutacion de femenino a hermafrodita puede ser bastante comun y no deberia ser
un obstaculo importante para el origen de androdioecia. Un punto importante en
este modelo metapoblacional de la androdioecia es que existe una amplia variacion
de las proporciones de sexos en la poblacion debido a la frecuente extincion y al

constante establecimiento de nuevas subpoblaciones (Panell, 1997, 2001).

EVALUACION DE LA ADECUACION EN ANGIOSPERMAS

La adecuaciéon se puede definir como el éxito de una entidad en la reproduccion,
por lo que se trata de la contribucion promedio de un alelo o genotipo a la siguiente
generacion. El éxito reproductivo incluye no solo el numero de descendientes
producidos, sino también la supervivencia de los mismos, ya que esto es un

requisito previo para la reproduccion (Futuyma, 2009).
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Debido a la complejidad de estimar directamente la adecuacién de los organismos,
se ha hecho de manera indirecta utilizando caracteristicas que pueden afectar la
adecuacion. Se ha establecido que ciertos caracteres morfologicos, fisioldgicos,
conductuales y demograficos que estan relacionados con la variacion genética, de
tal suerte que algunas de estas caracteristicas que afectan directa o indirectamente
la sobrevivencia de los organismos se les llama “componentes de adecuacion”. Los
componentes de la adecuacidn en organismos que se reproducen sexualmente
pueden dividirse en dos grandes rubros: de seleccion cigética que incluye la
viabilidad (probabilidad de supervivencia del genotipo a través de cada una de las
edades en las que la reproduccion pueda ocurrir, el éxito de apareamiento que se
refiere al numero de parejas que tienen un individuo, lo cual afectara la
descendencia del individuo en el caso de los masculinos, pero en menor medida a
las femeninas debido a que sus 6vulos solo pueden ser fecundados una vez) y a la
fecundidad (que es el numero de descendientes viables por individuo femenino); y
de seleccion gamética que implica la ventaja de segregacion, viabilidad de los

gametos y el éxito de fecundacion (Futuyma, 2009).

La variacion en el éxito reproductivo de los donantes de polen puede ser una fuerza
de seleccion en las plantas y de hecho es necesario saber de qué manera esta
contribuyendo un individuo con polen, ya que esto se relaciona directamente con el
éxito reproductivo a partir de la funcion masculina. Aun asi su importancia en las
poblaciones naturales sigue siendo controvertido, ya que otros factores pueden

intervenir en la adecuacion, como el atractivo de la planta hacia los polinizadores,
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la capacidad competitiva del polen, por ejemplo el crecimiento de los tubos

polinicos, la longevidad y la germinacién del polen (Burkhardt et al., 2009).

Viabilidad de granos de polen

Se ha definido como la “capacidad de vivir, crecer, germinary desarrollarse” (Lincoln
et al., 1982). Pero no es del todo cierto, debido a que aunque un grano de polen sea
viable, se necesitan condiciones especificas para que sea germinado.

La eleccion del método para determinar la viabilidad de los granos de polen, se debe
basar en la especie y lo que se desee observar (Hanna y Towill, 1995). Asi, los
meétodos se basan en evaluar la actividad enzimatica, la presencia de citoplasma,
plasmalema, etc. Pero ninguno de ellos confirma que un grano de polen sea
inviable, solo es un estimado (Heslop-Harrison, 1992).

La viabilidad del polen puede ser medida en una amplia variedad de estudios que
pueden estar relacionados con la genética y la interaccion polen-estigma,
programas de mejoramiento de cultivos, mantenimiento de banco de genes, la
evaluacion de la germinacion del polen después de exponerse a ciertas condiciones,
entre otros aspectos. Pero también suele ser una medida indirecta de la adecuacion

masculina (Dafni y Firmage, 2000).

Germinacién de granos de polen

La germinacion del grano de polen es el paso intermedio entre la hidratacion del
mismo y la elongacion del tubo polinico, la cual se ve favorecida por las
interacciones célula-célula entre el polen y el estigma y que comienza con la

secrecion de enzimas digestivas del propio tubo polinico y finaliza con la salida del
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tubo polinico por una de las aberturas (Cruz-Garcia y Cruz Gonzalez-Zamora,
2013).

La germinacion de granos de polen representa otra manera indirecta de medir la
adecuacion.

Puede ser medida in vivo, o in vitro. La germinacion in vitro implica que se tendran
controladas las condiciones de temperatura, medio, etc. (Heslop-Harrison, 1979).
Suele ser un método bastante utilizado debido a la rapidez en que se obtienen
resultados, a la sencillez y a que es totalmente cuantitativo (Shivanna y Johri, 1985).
Presenta algunas desventajas como que depende enormemente de la especie en
cuestidn, de la composicion del medio, la temperatura y la duracion de la prueba
(Stanley y Linkens, 1974).

Ademas los resultados pueden verse afectados por el tiempo de la coleccion del

polen, y la densidad de polen en medio de cultivo (La Porta y Roselli, 1991).

GRANO DE POLEN EN ANGIOSPERMAS

El polen es un grano producido por las plantas terrestres que se encuentra en los
sacos polinicos de las anteras de las flores y contiene las células masculinas que

daran origen a una nueva planta.

En plantas dicotiledéneas la meiosis es simultanea, es decir que la citocinesis se
produce una vez que las dos divisiones nucleares se completan, se forma un sincicio
con los cuatro nucleos derivados de la meiosis y la citocinesis aisla

simultaneamente los cuatro productos (Ressayre et al., 1998).
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Un grano de polen esta constituido por tres capas concéntricas: célula viva, intina y
exina. La célula viva contiene al nucleo y los gametos masculinos, es la parte que
germina, al efectuar la fecundacion de la parte femenina de la flor. La intina tiene
espesor regularmente homogéneo, esta compuesta por celulosa y otros elementos

incluyendo proteinas (Pearsall, 2000).

La exina es la capa externa, es mas gruesa, esta compuesta principalmente por
esporopolenina, una de las sustancias organicas naturales mas resistente dentro
del reino vegetal ya que soporta la accién de los acidos y las bases concentradas,
asi como el calentamiento hasta los 300 grados centigrados, solo degradable por

ciertos oxidantes muy fuertes y por microorganismos (Saenz, 1978).

La exina muestra un mayor grado de diferenciacion estructural en las angiospermas,
se pueden distinguir 2 partes: la endexina, es la capa interna, homogénea, y la
ectexina es la capa externa, es la porcion esculturada, consta de bastones o baculas

que pueden unirse entre si por los extremos formando el tectum (Fahn, 1982).

La ectexina es facilmente estudiada al microscopio, por observacion de la superficie
y enfocando los componentes internos presentan caracteristicas usadas para

distinguir el polen de los diferentes tipos de taxones.

En la exina hay aperturas a través de las cuales germina el tubo polinico, las
aperturas generalmente se dividen en dos tipos: poros y colpos. La localizacion de
los poros en el grano de polen y el numero de aperturas presentes son usualmente
caracteristicos del tipo de polen. El numero de aperturas varia desde ninguno hasta

cuarenta y es un buen caracter taxonomico, asi muchos granos de polen de
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dicotiledoneas tienen tres aperturas equidistantes; muchas monocotileddneas,
incluidas las hierbas, se caracterizan por la presencia de una sola apertura en la

parte distal del eje polar (Pearsall, 2000).

Aspectos morfologicos del polen

Los estudios del polen son importantes en distintos rubro ya que su identificaciéon
ha sido usada en reconstruccion de vegetacion y clima del pasado, taxonomia y
evolucion, reproduccion de plantas, ecologia, por mencionar algunos ejemplos

(Dafni et al., 2000).

Entre los caracteres fundamentales que se consideran en la pared de los granos de
polen para describirlos estan el tipo de abertura, cuya posicidn depende de la
polaridad y simetria del grano (Erdtman, 1952; Martinez-Hernandez et al., 1993), la
forma (Erdtman, 1943), el tamano, la asociacién (Martinez-Hernandez et al., 1993)
y, por ultimo, la estructura y escultura de la exina (Gamerro y Fortunato, 2001;

Montenegro et al., 2009).

El desarrollo del Microscopio electronico de barrido (MEB) ha revolucionado el
estudio de los rasgos de la superficie de los granos de polen al proporcionar una
profundidad de foco imposible de lograr con el microscopio 6ptico. La disponibilidad
de innumerables muestras de polen a partir de los ejemplares de herbario y las
técnicas de preparacién relativamente rapidas, permiten la revision palinolégica de
varios taxa en un periodo de tiempo relativamente corto. Los caracteres
taxondmicos que proporcionan los granos de polen incluyen la estructura de la

pared del polen, polaridad, simetria, entre otros (Benitez et al., 2006).
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Heteromorfismo polinico

El heteromorfismo polinico se define como la produccion por una sola planta de
diferentes tipos de polen fértiles, cada uno de las cuales debe estar presente en
todas las anteras, y por lo tanto en todas las flores, a lo largo del ciclo de vida (o al

menos la mayoria de él; Ressayre et al., 1998).

Muchos caracteres del polen pueden ser heteromérficos (tamafio, forma, estructura
del polen, numero de aberturas, etc.). El numero de aberturas resulta ser interesante
de estudiar debido a que es una caracteristica discreta (ya que puede tener 1,2, 3
0 mas aberturas), porque en la evolucién, ha incrementado el nimero de aberturas
en aberturas desde el Mesozoico y porque implica una posible relacion con la
adecuacion del polen. La condicion ancestral en plantas con semillas es tener

granos de polen con una abertura.

Aunque no ha sido entendido del todo, se piensa que la ontogenia del grano de
polen podria estar involucrada en el patron de aberturas que se presenten. Una
explicacion para el heteromorfismo polinico puede ser es el mencionado por
Ressayre et al. (1998) quienes sugieren que es probable que el niumero de abertura
esté vinculado con la division que sigue a la meiosis y que conduce a la formacién
de una tétrada de cuatro microsporas haploides. En la ontogenia de los granos de
polen, se generan sefales espaciales que son las responsable de la morfologia del
polen, como consecuencia de la meiosis y reflejan la distribucién del ndcleo, sin
embargo falta realizar mas investigaciones para entender cdmo son expresadas y

moduladas estas senales.
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DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Prockia krusei es una especie en forma de arboles o arbustos de hasta 4 m de alto,
presenta tres tipos de inflorescencias: cimosas (un dicasio terminal y una flor lateral;
la antesis inicia en la flor terminal y la lateral basal); terminales y axilares (aparecen
como axilares cuando el fruto ha madurado, y una vez que el apical se ha renovado;

Jiménez-Ramirez y Cruz-Duran, 2005; Figura 2).

Cada inflorescencia presenta de 3 a 5 flores, aunque se puede encontrar sélo una
o hasta 5 de ellas. Las flores varian entre amarillas-verdes-rojas, son apétalas, con
pedicelos ligeramente pubescentes con una bractea basal de 3 mm de largo. El caliz
muestra de 3 a 4 sépalos fuertemente alados en el botén. El fruto es una baya
globosa de 9 x 9 mm, con el caliz persistente. Las semillas son ovoides (Jiménez-

Ramirez y Cruz-Duran, 2005).

Se localiza en bosque tropical caducifolio, en altitudes de 1400-1420 m asociada a
Casearia corymbosa, Nopalea sp., Opuntia sp., Agave sp., [pomoea sp., Bursera
bipinnata, Bursera glabrifolia, Eysenhardtia sp. y a miembros de la familia Tiliaceae,
en rocas calizas. Florece de julio a agosto y fructifica en septiembre (Jiménez-

Ramirez y Cruz-Duran, 2005).

Vazquez-Barron (2013) encontré que solo el pistilo largo (hermafrodita) es viable,
con presencia de évulos y saco embrionario tipo Polygonum compuesto por el
aparato ovocelular, dos nucleos polares y tres células antipodas bien formadas.
Presenta un estigma con papilas grandes y turgentes, estilo sdolido con tejido de

transmision y oOvulos campilétropos. En cambio, el morfo con el pistilo corto
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(masculino) presenta células colapsadas en el estigma poco desarrollado, con
papilas colapsadas, el estilo sin tejido de transmisién diferenciado y 6vulos
arrestados cuando los tegumentos se estan formando en una etapa temprana del

desarrollo, con lo cual concluyé que es un pistilo no funcional.

Por otro lado, Mayorga- Lizaola (2013) encontr6 que el desarrollo del androceo y de
los granos de polen no tuvo anomalias en ninguno de los dos morfos y con altos

porcentajes de viabilidad para ambos. También realizé una descripcion de la

mrofologia de los granos de polen encontrando heteromorfismo polinico.

Figura 2. Fotografias de inflorescencias de Prockia krusei. A) Flores del morfo masculino. B) Flores

del morfo hermafrodita.
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JUSTIFICACION

Este trabajo constituye una aportacion a la comprension de la evolucién y
mantenimiento del androdioicismo, sistema sexual muy escasamente representado

en la naturaleza.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los componentes de adecuacion masculina o atributos de los granos de

polen de las flores masculinas y hermafroditas en Prockia krusei.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Determinar el numero de estambres presentes en cada morfo.

-Establecer si existen diferencias en el tamafio y numero de granos de polen entre

los morfos masculino y hermafrodita.

-Establecer la morfologia de los granos de polen morfos polinicos que se encuentran

en las anteras de las flores masculinas y hermafroditas.

-Determinar el porcentaje de viabilidad de los granos de polen del morfo masculino,

y del morfo hermafrodita.

-Cuantificar el porcentaje de germinacion de los granos de polen de cada morfo.

-Realizar una descripcion palinoldgica del polen de cada morfo.

-Determinar cualitativamente la cantidad de reservas en los granos de polen de cada

morfo.
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MATERIALES Y METODOS

Las flores de Prockia krusei se obtuvieron a partir de varias visitas durante los anos
2010y 2012 entre los meses de julio-agosto en la comunidad de Tixtla en el estado

de Guerrero (coordenadas N 17° 32° 05”, W 99° 22’ 27”) a una altitud de 1370 msnm.

Para su analisis, fueron considerados dos morfos, el primero de ellos (masculino)
muestra al gineceo mas pequeio con relacion al androceo; el segundo

(hermafrodita) presenta un gineceo de mayor tamano que el androceo.

Asimismo, se colectaron al azar, flores de 12 individuos masculinos y de 16
hermafroditas en distintas etapas de desarrollo. Estas fueron fijadas en campo con

FAA (Formaldehido 10%, Alcohol etilico 50%, Acido acético 5%, agua 35 %).

En el caso de las pruebas de viabilidad y germinacioén de los granos de polen, se

utilizé material fresco.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad Prisma. Se
realizaron las pruebas de normalidad de D’Agostino & Pearson y de Shapiro-Wilk,
de presentar normalidad, se efectio una prueba de t de student, de lo contrario se

realizé una prueba de Mann-Whitney.
Conteo del numero de estambres

Se contd el numero de estambres en 30 flores del morfo masculino y 35 del morfo
hermafrodita de flores en antesis tomadas al azar, poniendo éstas en una caja Petri
con una gota de agua para evitar la deshidratacion y usando un microscopio

estereoscopico.
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Conteo del numero de granos de polen

Se seleccionaron 15 anteras indehiscentes de una flor en antesis del morfo
masculino con ayuda de un microscopio estereoscopico, las cuales fueron
introducidas en un tubo eppendorff con 0.5 ml de agua destilada y un grano de jabdn
en polvo que fue disuelto. Una vez dentro del tubo, las anteras fueron trituradas con
ayuda de una aguja de diseccion hasta que todo el tejido queddé completamente

disgregado, lo cual se corroboraba en el microscopio estereoscopico.

Posteriormente, con una pipeta Pasteur, se colocé una pequefa gota del contenido
del tubo eppendorff en una camara Neubauer o Hematocitdmetro, la cual contaba
con 2 zonas de conteo, una superior y otra inferior al eje longitudinal de la camara.

Una vez puesta la gota se coloco un cubreobjetos.

La reticula completa mide 3 mm x 3 mm de lado x 0.1 mm de profundidad.

Subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1mm de lado cada uno.

El cuadrado central se divide en 25 cuadrados medianos de 0,2 mm de lado, y cada
uno de estos cuadros se subdivide a su vez en 16 cuadrados pequenos, y fue en
estos 16 cuadros que se hizo el conteo. El volumen del cuadrado central es de 0.1

mm?3 6 0.0001 ml (Figura 3).

36



(1D
N

| i
I
1A s

0.25 am. \/

'T—

|
|
0.08 a. = l
!
|

Figura 3. Representacion de reticula completa de una cdmara Neubauer. El nimero 1 sefiala los
cuadros de 1 mm x 1 mm. El numero 2 marca los cuadros de 0.2 mm de lado. El nimero 3 sefala
dos de los 16 cuadros pequefios centrales. La seccidn de color morado muestra la zona en donde

se contaron los granos de polen. Modificada de Celeromics: pagina en red, 2013.

Se realizaron 3 repeticiones con anteras de flores distintas tomadas al azar, y de
cada una de ellas se sacaron 10 muestras hasta tener un total de 30 muestras del

morfo masculino.

Para el morfo hermafrodita, se ejecuté el mismo procedimiento.

Por regla de 3 se obtuvo el numero de granos de polen por flor y por antera de cada

morfo.
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Tamafo de granos de polen

Para saber las dimensiones de los granos de polen, fue necesario realizar una

acetolisis para eliminar el contenido celular del polen.

Para ello se disectaron anteras de 5 flores en antesis ya secas, se maceraron en
seco las anteras en un tubo de vidrio, se agregé la mezcla acetdlica [anhidrido
aceético-acido sulfurico. (9:1)], dos veces la cantidad de macerado, se mantuvo el
tubo a bafio maria alrededor de 65-70°C 12 minutos (la reaccion se par6 con acido
aceético), se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, se decantd y anadié acido acético
, se volvié a centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos, se decanto, se afiadié agua y
centrifugd de nuevo a 5000 rpm por 5 minutos en dos ocasiones, se tamiz6 el
contenido y se colocé el tamizado en un tubo limpio y etiquetado, se centrifugé a
5000 rpm por 5 minutos para obtener un concentrado, se coloco el concentrado en

un portaobjetos y se monté en gelatina.

Posteriormente, mediante el uso del microscopico 6ptico a un objetivo 100x y el
programa Image-Pro Plus 7.0, se les midi6 a 27 granos de polen del morfo
masculino, el diametro del eje ecuatorial, el diametro del eje polar y el espesor de la
exina. En el morfo hermafrodita se midié unicamente el diametro y el espesor de la

exina de los granos de polen periaperturados.

Adicionalmente, se conto el porcentaje de granos de polen hermafrodita tricolpado
y el de polen pericolpado con el uso de la camara Neubauer, realizando el mismo

procedimiento que en el conteo de granos de polen.
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Po otro lado, usando el Microscopio Eléctréonico de Barrido (MEB) se tomaron
fotografias para observar el morfo polinico de cada uno de los morfos florales. Para
ello se tomaron 15 anteras de tres flores elegidas al azar en pre-antesis, se

deshidrataron hasta alcohol absoluto, se disecaron y se cubrieron de oro.

De esta forma, junto con los granos de polen acetolizados, se hizo una descripcion

morfoldgica de los caracteres del grano de polen.

Viabilidad de granos de polen

Prueba de Alexander

Para la prueba de viabilidad polinica se realizaron tinciones con el reactivo de

Alexander (Anexo 1; Alexander, 1980).

Se recogieron al azar flores pre-antesis de cuatro individuos de cada morfo los
cuales se colocaron en 2 frascos con toallas absorbentes humedas separadas, un

morfo por cada frasco.

Inmediatamente después, se tomd un botdn floral préximo a la antesis y se
seleccionaron 15 anteras, las cuales se montaron en un portaobjetos y fueron
trituradas con una aguja de diseccion. Se colocé una gota del reactivo de Alexander
y se mezcld con el polen. Posteriormente se pasé la flama a la preparacién en 5

ocasiones de forma rapida.

Para calcular el porcentaje de granos de polen viables, se contaron 10 campos
microscopicos a 40 X y se calculd el promedio (Lépez-Curto et al., 2005). El polen

no viable toma coloracién verde, mientras que el polen viable toma una coloracion
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fucsia. Esto se hizo dos veces para el morfo masculino en la primera visita, y dos

en la segunda. Para asi tener un total de 40 campos microscoépicos.

En el caso del morfo hermafrodita, se realizaron 3 repeticiones en la primera visita

y 2 en la segunda para dar un total de 50 campos microscopicos.

Se obtuvo la probabilidad de que un grano de polen fuera viable teniendo en cuenta
el numero de granos de polen viables y el numero total de granos que se observaron

en cada campo microscoépico.

Finalmente se hicieron reglas de tres para saber el numero de granos de polen

viables por flor.

Germinacion de grano de polen

Se colectaron al azar flores de cuatro individuos de cada morfo los cuales se

colocaron en 2 frascos con toallas absorbentes humedas separadas por morfos.

Se prepararon 4 medios de germinacion que variaban entre los elementos que
contenian (agua, sacarosa, agar, acido borico, nitrato de calcio, sulfato de

magnesio, nitrato de potasio) y la cantidad de los mismos.

El primer medio es el utilizado por Mazer (1987) que para fines practicos sera
nombrado como “1”, posteriormente el descrito por Brewbaker y Kwack (1963) ya
que ha resultado ser un método efectivo para la germinaciéon en una gran cantidad
de especies (Miranda-Villalon, 2002) que sera nombrado como “2”, el siguiente fue

un medio al que se nombro “3”, era un medio bastante simple. Por ultimo el medio
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utilizado por Marini et al. (2010) para germinar granos de polen de Cucurbita

maxima, el cual sera nombrado como 4 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Muestra los componentes de los cuatro tratamientos realizados para la germinacion de

granos de polen.

Medio de Sacarosa Acido Nitrato Sulfato de Nitrato de

germinacion bérico de Magnesio potasio

Calcio

0.0432

4
ml
A 32 portaobjetos se les puso dos capas de masking tape y se cortaron con una

navaja marcos de 2 mm aproximadamente, para formar una cavidad en la cual se

vertié el medio de cultivo.

Cada medio se virti6 en 8 de los portaobjetos con marcos de masking y se dejé
solidificar a temperatura ambiente. Una vez solidificado el medio, se tomé una flor
de uno de los morfos en preantesis y se seleccionaron 15 anteras, las cuales se
montaron en un portaobjetos y fueron trituradas con una aguja de diseccion. El
contenido triturado se sembro en la superficie de los medios solidificados. Por cada

morfo se hicieron 4 repeticiones por medio, lo que daba un total de 32.
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Los portaobjetos fueron puestos en cajas de Petri con pafuelos desechables

humedos. Las cajas se taparon y sellaron con parafilm.

Una vez realizado lo anterior, se contd el numero de granos germinados (que fueron
los que presentaron un tubo polinico mayor al diametro del polen) vy los no
germinados, con la ayuda de un microscopio optico a 40x, después de 48 horas y
72 horas de haber sido puestos a germinar. Por cada portaobjetos fueron contados
10 campos microscoépicos. Lo que da un total de 40 campos microscopicos por

morfo en uno de los medios.

Se obtuvo la probabilidad de germinacion del polen teniendo en cuenta el numero
de granos germinados y el numero total de granos que se observaron en cada
campo microscopico. Los porcentajes de germinacion fueron calculados de manera

manual.

Por ultimo, por regla de 3 se cuantificé el numero de granos de polen germinados

por flor en los medios que tuvieron diferencias significativas entre los morfos florales.

Andlisis cualitativo de reservas en granos de polen

En el caso de la determinacion cualitativa de las reservas presentes en los granos
de polen, se realizaron pruebas histoquimicas que permitieron observar la presencia
de almiddn. Para observar si los granos de polen contenian almiddn, se disectaron
15 anteras de flores en antesis de cada uno de los morfos y con ayuda de una aguja
de diseccion y bajo un microscopio estereoscépico, se disgregaron sobre un
portaobjetos para que saliera el polen. Inmediatamente después de agregaron 2
gotas de lugol y se cubri6 con un cubreobjetos. Se observaron 10 campos

42



microscopicos con el objetivo 40x. Se determiné que los granos de polen que
adquirian una coloracidbn marrén-negro, eran los que tenian almidon en el
citoplasma. Se repitid 2 veces mas para dar un total de 30 campos microscopicos y
obtener un porcentaje. Se obtuvo la probabilidad de que un grano de polen diera
positivo a la prueba y teniendo en cuenta el numero que resultaron positivos y el

numero total de granos que se observaron en cada campo microscopico.

RESULTADOS

Conteo del nUmero de estambres

El morfo masculino presenté en promedio 112.033+12.43 estambres por flor. En
cuanto al morfo hermafrodita, el promedio fue de 66.88+15.53 estambres por flor
(Figura 4). Las pruebas estadisticas de D'Agostino & Pearson y de Shapiro-Wilk
mostraron que los datos se ajustan a una distribucién normal. La prueba de t de

student arrojé una diferencia significativa entre ambos morfos florales (p=< 0.0001).

150+

1004

NUmero de estambres
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o
1

Masculino Hermafrodita
MORFO FLORAL
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Figura 4. Numero de estambres promedio de los morfos masculino y hermafrodita, asi como la

desviacion estandar.

Conteo del numero de granos de polen

El promedio para el morfo masculino fue de 29.70 + 1.717 granos de polen en
0.0001 ml de agua, mientras que el promedio para el morfo hermafrodita es de 6.5
t+ 0.5269 granos de polen en 0.0001 ml. Se obtuvieron diferencias significativas

entre ambos morfos (p=<0.0001; Figura 5).

Para el morfo masculino, el numero de granos de polen por antera es de 9,900, el
polen en 15 anteras que eran las contenidas en 0.5 ml fue de 148,500; y el numero

de granos por flor fue de 1,109,097.

En cuanto al morfo hermafrodita, los resultados fueron los siguientes: el numero de
granos de polen por antera es de 2,166, el polen en 15 anteras fue de 32,500 vy el

numero de granos por flor fue de 144,906.66 (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Numero de granos de polen por antera de cada morfo floral
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Figura 7. Numero de granos de polen por flor de cada morfo floral

Los resultados obtenidos del conteo del numero de granos de polen se resumen en

el cuadro 2.

Cuadro 2. Muestra los datos obtenidos para el conteo de granos de polen para ambos morfos

Morfo masculino Morfo hermafrodita

Promedio de la muestra (0.0001 ml) 29.70 £1.717 6.5 £ 0.5269
Granos de polen en 0.5 ml 148,500 32,500
Granos de polen por antera 9,900 2,166

Granos de polen por flor 1,109,097 144,906.66
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Morfologia de los granos de polen

Mediante acetdlisis y con ayuda del MEB se encontraron distintos morfos polinicos.

-POLEN DEL MORFO MASCULINO (FIGURAS 8 Y 9):

Abertura: Tricolpado, tricolporado o tricolporoidado; siendo el tipo tricolporado el

mas comun. Con ornamentacién microverrugada.

Exina: Tectada, microrreticulada, heterobrocada, cercano a las aberturas se vuelve

psilada. El grosor promedio es de 1.791 pm (1.3 - 3.09 ym).

Asociacion, polaridad, simetria y forma: Ménade, isopolar, radiosimétrica. Diametro
ecuatorial: 15.28 ym (11.87 — 18.68 ym). Diametro polar: 23.71 ym (21.28 — 25.04

pm). Prolato.
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Figura 8. Morfologia de los granos de polen acetolizados del morfo masculino. A) Vista ecuatorial del
morfo polinico tricolporado. B) Vista ecuatorial del morfo polinico tricolporado. C) Vista ecuatorial del
morfo polinico tricolpado. D) Vista ecuatorial del morfo polinico tricolporoidado. E) Vista polar. F)

Ornamentacién microrreticulada. Objetivo 100x.
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Figura 9. Micromorfologia de los granos de polen del morfo masculino. A) Panoramica de los granos
de polen. B) Vista polar mostrando las tres aberturas y tapones de pollen kit. C) Vista ecuatorial
donde se pueden distinguir 2 colpos asi como la ornamentaciéon microrreticulada y heterobrocada.
D) Vista ecuatorial de la abertura que presenta ornamentacién microverrugada con un tapén de
pollen kit hacia el centro de la abertura. Se puede observar que la ornamentaciéon cerca de la
abertura, de ser microrreticulada, se vuelve psilada. E) Vista polar en la que se pueden ver las tres

aberturas con terminacion redondeada.
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-POLEN DEL MORFO HERMAFRODITA (FIGURAS 10 Y 11):

Abertura: Tricolporado o pericolpado (~12 aberturas). Ornamentacion de la abertura

lisa.

Exina: Tectada. Los pericolpados con ornamentacién de perforada a psilada. Grosor

de la exina es de 3.288 ym (2.11 — 4.620um).

Asociacion, polaridad, simetria y forma: Monade, apolar, radiosimétricos. Diametro

del pericolpado: 32.04 ym (25.99 — 38.6um).

A il B

Figura 10. Morfologia de los granos de polen acetolizados del morfo hermafrodita. A, B) Granos de

polen pericolpados.
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Figura 11. Micromorfologia de los granos de polen del morfo hermafrodita. A) Panoramica de los
granos de polen en la antera. B) Grano de polen pericolpado, 7 aberturas a la vista. C) Granos de

polen pericolpados con ornamentacion psilada.
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El porcentaje de granos de polen pericolpados en el morfo hermafrodita fue de

97.3%, mientras que los tricolporados representan el 2.7%.

Tamarfo de los granos de polen

En los granos de polen del morfo masculino en vista ecuatorial, el promedio de
longitud del eje polar fue de 20.22+1.874 um, para el eje ecuatorial fue de

15.28+1.622 pym, y la exina tiene un espesor de 1.791+0.374pum.

El morfo periaperturado del grano de polen de las flores hermafroditas present6 un

diametro de 32.04+3.616 pm, y la exina tiene un espesor de 3.28+0.54 pm.

Las pruebas estadisticas de D'Agostino & Pearson y de Shapiro-Wilk mostraron
que el diametro polar de los granos de polen del morfo masculino y el diametro del

morfo periaperturado de las flores hermafroditas presentan una distribucion normal.

La prueba de t de student, arroj6 que éstos caracteres tienen diferencias
significativas (p=<0.0001). Siendo el morfo hermafrodita periaperturado de las flores

hermafroditas el mas grande (Figura 12).
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Figura 12. Diametro polar de los granos de polen presentes en el morfo masculino en el morfo

hermafrodita.

Los resultados sobre el espesor de la exina resultaron con una distribucidon no
normal, segun las pruebas de D"Agostino& Pearson y de Shapiro-Wilk. La prueba
de Mann-Whitney muestra que existe diferencia significativa entre el espesor de la

exina (p=<0.0001), siendo de mayor tamafio la del morfo hermafrodita (Figura 13).

(63}
1
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Masculino Hermafrodita
MORFO FLORAL

Figura 13. Promedio de espesor de la exina en cada uno de los morfos florales.
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Viabilidad de granos de polen

El porcentaje de granos de polen viables para el morfo hermafrodita fue de 64.93%,

mientras que el morfo masculino presenta un 89.17% (Cuadro 3).

Cuadro 3. Granos de polen viables, el total de observados y el porcentaje de viabilidad en cada morfo

floral.

Masculino Hermafrodita

Granos de polen viables 239 100
Granos de polen observados 4] 154

Porcentaje de viabilidad 89.17% 64.93%

El promedio de probabilidad de viabilidad masculina es de 0.89+0.22, mientras que
el promedio de probabilidad de viabilidad hermafrodita es de 0.8+0.38. La prueba

de Mann-Whitney no arrojo diferencias significativas (p=0.91) (Figura 14).
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Figura 14. Promedio probabilidad de viabilidad de granos de polen viables por morfo floral.
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Al realizar las pruebas D "Agostino & Pearson y la de Shapiro-Wilk, se demostro
que los datos obtenidos no presentaban una distribuciéon normal, por lo cual se
procedi6 a realizar la prueba de Mann-Whitney la cual mostré diferencia significativa

entre los dos morfos (p=<0.0001).

El numero de granos de polen viables por flor masculina fue de 45.74 y de la flor

hermafrodita fue de 8.9 (Figura 15).

50+
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Masculino Hermafrodita
MORFO FLORAL

Figura 15. Numero de granos de viables por flor en cada morfo floral (Masculino: 45.74; Hermafrodita:

8.9).

Germinacion de granos de polen

El medio 1 tuvo un porcentaje de germinacion a las 36 horas de 19% para el
masculino y de 8.3% para el hermafrodita. En cambio, a las 72 horas, el masculino

presento 7.3% y el hermafrodita 8.6%.
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En el medio 2 a las 48 horas, los granos de polen del morfo masculino tuvieron un
6.9% de germinacion, los hermafroditas de 2.2%. Después de 48 horas, se obtuvo
un porcentaje de germinacion de 10.1% para los masculinos y de 3.7% para los

hermafroditas.

En el caso del medio 3 a las 48 horas, el morfo masculino obtuvo 0.5% de
germinacién, mientras que el hermafrodita tuvo 3.6%. A las 72 horas los porcentajes

de germinacién de 4% para el masculino y de 1% para los hermafroditas.

Por ultimo, el medio 4 a las 48 horas se presentd un 8.2% de germinacién para los
masculinos y 6.3% para las hermafroditas. En contraste, a las 72 horas se obtuvo

un 9% en los masculinos y 8.08% para los hermafroditas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de granos de polen germinados y observados, asi como el porcentaje de
germinacion en los dos tiempos evaluados para cada uno de los cuatro medios de cultivo, el morfo

floral M se refiere al masculino, y H al hermafrodita.

MEDIO TIEMPO MORFO Granos Granos Porcentaje %

TRANSCURRIDO | FLORAL germinados observados

1 36 M 40 201 19
H 9 108 8.3

72 M 23 315 7.3

H 12 138 8.6

2 48 M 11 158 6.9
H 2 89 2.2
72 M 18 178 10.1
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3 48
72
4 48
72

Con las pruebas de D'Agostino & Pearson y de Shapiro-Wilk se comprobo6 que los
datos no presentaban una distribucion normal por lo que se aplicé posteriormente

la prueba de significancia de Mann-Whitney.
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124

193

134

190

155

198

3.7

0.5

3.6

8.2

6.3

El medio 1 presentd una diferencia significativa entre los dos morfos a las 36 horas

(p= 0.0200). Donde la media de probabilidad de germinacién para el morfo

masculino fue de 0.2089+0.2825 y para el hermafrodita fue de 0.1046+0.2466

(Figura 16).
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Figura 16. Promedio de probabilidad de germinacion de granos de polen por morfo floral en el medio 1 a las

36 horas.

En el medio 2 solo se obtuvo diferencia significativa entre los morfos florales a las
72 horas de germinados (p=0.0069). El promedio para el morfo masculino fue de
0.1324+.2302 y para el morfo hermafrodita fue de 0.02037+ 0.06918 (Figura

17).
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Figura 17. Promedio de probabilidad de germinacion de granos de polen por morfo floral en el medio 2 a las

72 horas.
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Los medios 3 y 4 no presentan diferencias significativas entre los morfos.

El medio 1 a las 36 horas, el numero de granos de polen germinados por flor en el
morfo masculino fue de 7.46 mientras que en el morfo hermafrodita fue de 1.003

(Figura 18).

Por otra parte el numero de granos de polen germinados por flor en el medio 2 a
las 72 horas es de 4.48 para el morfo masculino y de 0.57 para el hermafrodita

(Figura 19).
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Figura 18. Nimero de granos de polen germinados por flor en el medio 1 a las 36 horas (Masculino: 7.46;

Hermafrodita:1.003).
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Figura 19. Numero de granos de polen germinados por flor en el medio 2 a las 72 horas (Masculino: 4.48;

Hermafrodita: 0.57).

Andlisis cualitativo de reservas en granos de polen

El 44.8% de los granos de polen del morfo masculino, y 19.49% del morfo

hermafrodita dieron positivos para la presencia de almidén.

El promedio de granos de polen con presencia de almidén en el morfo masculino

es de 0.5824+0.3050 y de 0.2561+0.2809.

Los resultados revelan que hay diferencia significativa entre ambos morfos
(p=<0.0001), siendo mayor el numero de granos con almidén en el morfo

masculino (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Deteccién de almidén mediante la prueba de lugol en los granos de polen de los morfos

masculino y hermafrodita, asi como el total de granos observados y el porcentaje que representan.

MASCULINO HERMAFRODITA

Granos de polen con almidon s 54

Granos de polen observados [EsieZ 277
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo arrojaron que los individuos masculinos
presentaron mayor ventaja en la adecuacion de la funcion masculina en todos los
caracteres que fueron medidos, lo que apoya la teoria del mantenimiento de este

sistema reproductivo.

Algunos trabajos consideran a la androdioecia como un estado intermedio del
hermafroditismo a la dioecia (Willson, 1979; Bawa, 1980; Bawa y Beach, 1981;
Ross, 1982). Otros, en cambio, sugieren que la androdioecia es un paso intermedio
entre la dioecia y el hermafroditismo (Lloyd, 1975; Charlesworth y Charlesworth,
1978). Charlesworth (1984) inclusive cuestiona la existencia de la androdioecia
funcional, ya que los casos mejor estudiados hasta ese ano, resultaban en una flor
hermafrodita sin ninguna funcion masculina, como resultado de anteras
indehiscentes o polen no funcional. Estudios mas recientes (Swensen et al., 1998;
Krahenbohl et al., 2002; Wolf y Takebayashi, 2004; Landry y Rathkey) demuestran
la existencia de la androdioecia funcional. De igual manera, el presente trabajo

representa una prueba de ello.

De acuerdo a la teoria del mantenimiento del androdioicismo, los individuos que
presentan esterilidad femenina (masculinos) deben presentar una ventaja de mas
del doble sobre las hermafroditas, debido que presentan la mitad de la capacidad
reproductiva, pues solo pueden reproducirse por polen, en cambio las hermafroditas
lo hacen tanto por polen, como por 6vulos. En el caso de presentarse sélo el doble

de ventaja masculina del morfo macho, se predice que es una estrategia
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evolutivamente estable. Esta alta adecuacion ha sido reportada en otras especies

androdioicas como Datisca glomerata y Phyllrea angustifolia (Anexos 2 y 3).

Los resultados de este trabajo apoyan consistentemente el hecho de que el
androdioicismo puede ser un estado intermedio entre dioecia y hermafroditismo, sin

presentar aun evidencia de cual es el sentido de la ruta evolutiva.

El caso del mayor numero de estambres del morfo masculino es uno de los mas

notorios a simple vista. Se presentan hasta el doble de estambres.

El numero de granos de polen es una de las pruebas que mayor diferencia arrojo
entre los morfos. EI numero de granos de polen por flor es 7.6 veces mayor en el
morfo masculino que en el hermafrodita, lo cual es consistente con la diferencia de
estambres entre morfos. Pero si queremos una comparacion mas certera se puede
revisar el numero de granos de polen por antera, en la cual, el morfo masculino

sigue teniendo una ventaja de 4.57 veces sobre el hermafrodita.

De acuerdo a Rieseberg et al. (1992) y a Charlesworth (1993) la baja adecuacién
masculina de los individuos hermafroditas podria deberse a que no han tenido
tiempo suficiente de desarrollar la funcion masculina (D. glomerata; Rieseberg et
al., 1992; Charlesworth, 1993).

Es claro que estas medidas indirectas de adecuacion masculina, no son suficientes
para entender el mantenimiento o evolucién de la androdioecia, debido a que
intervienen muchos mas factores en el proceso de polinizacién y fecundacion, por

lo cual se buscaron otras formas de medir la adecuacion.
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Una de ellas es la viabilidad del polen, la cual arrojo resultados que apoyan lo dicho
anteriormente: las flores masculinas tienen 5.13 veces mas granos de polen viables
que las flores del morfo hermafrodita. Y no sélo eso, el porcentaje de viabilidad fue
muy alto para este morfo, mientras que en el morfo hermafrodita los granos de polen

tuvieron solo un poco mas de la mitad de la viabilidad que los del morfo masculino.

La prueba de Alexander ha sido un método bastante utilizado, ya que puede
distinguir a los granos de polen abortados en etapas tempranas del desarrollo (no
contienen citoplasma o este es muy escaso) de los granos maduros, sin embargo,
una de sus limitaciones es que los granos de polen abortados cerca de la
maduracion son detectados como viables (Pline et al., 2002). Ademas presenta
otras desventajas que han desatado cierto debate acerca de su confiabilidad, como
lo es que no reconoce entre granos de polen viejos o muertos (Zietsman, 1991) y
no tiene correlacién con la germinacion (Marcellan y Camadro, 1996). En contraste,
otros autores como Werner y Chang (1981), Pearson y Harney (1984) y Parfitt y
Ganesahn (1989) reportaron una correlacion positiva entre la viabilidad y la
germinacioén del polen.

Ademas, a pesar de las criticas que ha recibido este método, Miranda-Villalén
(2002) encontré que la tincién de Alexander no presenta diferencias significativas
en los resultados de la viabilidad, con la tincion de p-fenilendiamina, la cual es capaz

de identificar reacciones metabdlicas dentro de la célula.

Con respecto a las pruebas de germinacion, resultaron tener bajos indices en casi
todos los medios de cultivo utilizados, por lo que se sugiere probar otros medios en

estudios futuros, con distintas concentraciones, debido a que la tasa de
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germinacién de una especie, depende de estos factores (Bolat y Pirlak, 1999), asi
como probar con distintas condiciones de almacenamiento del polen, ya que éstas
pueden haber influido en los resultados de la germinacion polinica (Stanley y
linskens, 1974). Estos bajos niveles de germinacion, también podrian interpretarse,
segun Castro et al. (1999), a que el desarrollo del tubo polinico, en condiciones in
vitro, se vera limitado por el medio de cultivo utilizado, ya que difieren de las

encontradas en el estigma de la flor en la naturaleza.

Solo en dos medios de cultivo los granos de polen germinaron de manera distinta
entre los dos morfos: el 1 y el 2, ambos con mas del doble de porcentaje de

germinaciéon en el morfo masculino.

El mayor porcentaje de germinacion en el medio 1 podria deberse a la enorme
concentracion de glucosa, ya que es lo que lo diferencia de forma notable de los
otros medios de cultivo y a que juega un rol osmético y de nutricion de acuerdo a
Miranda-Villalon (2002), quien encontré granos de polen con sacarosa, glucosa o
fructosa al momento de la dehiscencia. Un factor que parece jugar un papel
importante en la germinacion es el Sulfato de Sodio, ya que tanto el medio 1y 2, lo
contenian, que fueron los medios efectivos. También se puede inferir que el acido
borico y el nitrato de calcio jugaron un papel muy importante en la germinacion del
polen ya que estuvieron ausentes en el medio 3, que es con el medio donde se

obtuvieron cantidades minimas de germinacion.

En cuanto a la adicién de boro a los medios de germinacién, algunos estudios han

encontrado que éste aumenta el porcentaje de germinacién y acelera el crecimiento
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del tubo polinico, ademas promueve la absorcion y el metabolismo del azucar
formando complejos azucar-boro, incrementa la captacion de oxigeno y esta
involucrado en la sintesis de materiales pécticos de la pared del tubo polinico que

se elonga (Johri y Vasil, 1961).

Por otra parte, con la investigacidon realizada por Brewbaker y Kwack (1963), se
determiné el importante rol del calcio, potasio, magnesio y sodio en la germinacion
del polen. De igual forma, estos autores determinaron que la adicion de agar a los
medios de germinacion, no incrementa la germinacién, sin embargo permite, en

algunos tipos de polen, aumentar el largo del tubo.

En cuanto a la morfologia polinica, de acuerdo a Valdés et al. (1987) el polen de las
flores hermafroditas de P. krusei se podria clasificar como mediano ya que el
diametro mayor se encuentra en el intervalo de entre 25-50 ym, mientras que el
polen del morfo masculino se consideraria pequefo siguiendo esta misma

clasificacion, con un intervalo de entre 10-25 pm.

Adicionalmente, Blackmore et al. (2007) proponen que la estructura de la exina esta
relacionada con sistemas de incompatibilidad, pero que el posicionamiento de
espinas y otras caracteristicas de la ornamentacion del polen no podian estar
vinculadas con la disposicion de los organulos especificos en el citoplasma de
microsporas, pero se demostraron fendmenos epigenéticos. Asimismo, enfatiza tres
procesos centrales de la generacién de la diversidad en granos de polen: 1) el
establecimiento de la simetria organizacional, o polaridad, durante la meiosis; 2) la

depositacidon del complejo de la exina multicapa formado por tectum, columnela y
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capa de pie y la endexina; 3) el nivel subestructural de organizacion dentro de los
elementos de la exina. Pero en Prockia krusei no se han hecho estudios para
determinar los procesos en los que incurren los granos de polen que determinan su

heteromorfismo.

Nufiez y Ludlow-Wiechers (1998) describieron la morfologia polinica de 6 especies
de Guerrero, México, pertenecientes a la familia Salicaceae y encontraron que P.
simaroa, presenta polen inaperturado, microverrugado, mientras que las especies
pertenecientes al género Salix, tienen un polen tricolporado, semitectado, con
margo. Lo cual no coincide del todo con lo encontrado en la especie Prockia krusei,
a pesar de ser de la misma familia y presentar una distribucién similar en México.
El género Salix unicamente coincide con los granos de polen tricolpados presentes

en ambos morfos de Prockia krusei.

Trabajos anteriores (Wodehouse, 1935; Erdtman, 1952; Hyde y Adams, 1958; Pla-
Dalmau, 1961; Markgraf y D"Antoni, 1978) encontraron caracteristicas similares a
la encontradas en este estudio pero para el género Salix como lo es polen

tricolpado, tricolporado o tricolporoidado, esferoidal o prolado y reticulado.

En contraste con el trabajo de Mayorga (2013), donde se menciona que el morfo
masculino de P. krusei presenta granos de polen triaperturados, microrreticulados y
esféricos, con eje ecuatorial de aproximadamente 12 ym, en el presente estudio, la
acetdlisis permitio observar que las tres aberturas descritas por Mayorga (2013)
corresponden a tres tipos de granos de polen: uno tricolpado, otro tricolporado y otro

tricolporoidado. La ornamentacion resulté ser la misma, sin embargo, la forma
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cambio de ser esferoidal a prolato, es decir que son “mas alargados”. Con el
presente trabajo también se conoce que la medida del eje ecuatorial es de 15.28
pMm, cercano a lo descrito por Mayorga (2013). También la autora describié unas
protuberancias en la parte media de las aberturas, las cuales también fueron

obervadas en este trabajo y se determinaron como tapones pollen kit (Cuadro 6).

En cuanto al morfo hermafrodita, Mayorga menciona que encontré 2 tipos de granos
de polen que no coexisten en una misma antera, uno triaberturado y otro que
nombré “multicolpado” el cual presentaba exina microrreticulada, de mayor
diametro(16-18 um). En el presente trabajo, no se pudo observar el morfo tricolpado
en el MEB, pero en las pruebas de acetdlisis si fue encontrado. Y debido al bajo
porcentaje de éstos (2.7%) es posible que si se encuentren coexistiendo en una
misma antera ambos morfos polinicos. La ornamentacion, es distinta a la descrita
en ese trabajo ya que aqui se presenta como perforada para el caso de los
pericolpados, asi mismo, se midio el diametro de estos granos quedando en 32 ym,

numero mucho mayor al descrito por Mayorga (2013; Cuadro 7).

Cuadro 6. Comparacién de los resultados encontrados por Mayorga (2013) y del presente trabajo

para la morfologia del polen del morfo masculino.

Triaberturados Tricolpados, tricolporados o
tricolporoidados

Microrreticulados Microrreticulados
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Esféricos Prolato

12 um 15.28 pm
Protuberancias en parte media dela  Tapones de pollen kit

abertura

Cuadro 7. Comparacién de los resultados encontrados por Mayorga (2013) y del presente trabajo

para la morfologia del polen del morfo hermafrodita.

Triaberturado o Tricolpado o pericolpado

multicolpado

Microrreticulado Pericolpado

16-18 u 32 um

No coexiste en un Debido al bajo porcentaje de tricolpados
mismo morfo (2.7 %) es posible que se encuentren

coexistiendo

Al comparar los porcentajes de viabilidad se puede hacer una prediccion utilizando
las proporciones de granos de polen hermafrodita, tricolpados y pericolpados:
debido a que el porcentaje de viabilidad y la cantidad de granos de polen
pericolpados es muy alto (64.93% y 97.3% respectivamente), es de esperar que
incluso estos granos de polen pericolpados con exina mas gruesa, mayor numero
de aberturas y de mayor tamafio en comparacién con los tricolpados, sean viables.
Si se lograran aislar los granos de polen pericolpados, se podrian hacer pruebas de

germinacioén, para determinar si son o no viables.
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Asimismo, se puede inferir que los granos de polen tricolpados y pericolpados de
las hermafroditas se encuentran en una misma antera, ya que los porcentajes de
los tricolpados son bastante bajos (2.7 %) y no se encontraron anteras con tan
pocos granos de polen, ni que solo tuvieran granos de polen tricolpados en las flores

hermafroditas. Es necesario realizar observaciones minuciosas al respecto.

Por otro lado, el valor de la morfologia del polen en el entendimiento de la filogenia
de las plantas ha sido altamente reconocido, y los patrones evolutivos de la
configuracion de las aberturas en particular, es altamente congruente con las
recientes filogenias moleculares (APG II, 2003). En la familia Salicaceae
generalmente se presentan granos tricolpados, con ello se podria pensar que es el
tipo ancestral, a su vez, ambos morfos florales en Prockia krusei presentan esta
morfologia, aunque el hermafrodita en menor proporcion, lo que podria sugerir que
evolucionaron de un sistema dioico en donde tanto los individuos femeninos como
los masculinos presentaban polen tricolpado, y que los otros tipos de aberturas que
se presentan (pericolpados, tricolporados y tricolporoidados) son mas recientes en

la evolucion de la especie.

Con respecto a la evolucion y mantenimeinto de la androdioecia, no es posible hacer
generalizaciones debido a las pocas especies caracterizadas como androdioicas

funcionales.

Del mismo modo, al haber aparecido en varios taxa distintos y alejados el uno del
otro, hace pensar que han existido varias rutas que llevan a la evolucion de la

androdioecia, por eso es importante ver el caso especial de la familia Salicaceae,
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con estudios filogenéticos parecidos a los efectuados en el género Acer, donde
técnicas de parsimonia fueron usados para inferir el estado de los caracteres
ancestrales y tendencias en la evolucion de los sistemas de apareamiento. La
informacion de los sistemas de apareamiento fueron obtenidas de la literatura, y las
relaciones filogenéticas fueron tomadas de tres fiologenias publicadas (Ackerly y
Donaghue, 1998; Suh et al., 2000; Tian et al., 2002). Fue asi que se encontraron
tres diferentes rutas hacia la dioecia en el género Acer, la primera a partir de
androdioecia heterégama; la segunda a partir de trioecia heterodicogamica; y la
ultima a partir de subdioecia dicogamica. Por lo tanto en este caso, los autores

proponen que la androdioecia evoluciondé hacia la dioecia (Gleiser y Verdu, 2005).

La frecuencia masculina en la poblacion de P. krusei de acuerdo a Mayorga (2013),
se acerca a 0.5 lo que podria significar, que la poblacion estd muy cerca del
dioicismo, debido a que las hembras obtienen el mayor éxito reproductivo a partir
de la funcion femenina. En términos de género funcional, el hecho de que el nimero
de individuos masculinos de Prockia krusei esté muy cercano al de hermafroditas
(12 y 16 respectivamente; Mayorga, 2013) y que las hermafroditas produzcan
mucho menos polen que los masculinos, muestran que el morfo hermafrodita esta

muy sesgado hacia la funcion femenina (Delph y Wolf, 2005).

También se puede pensar que esta proporcion de sexos casi similiar de los dos
morfos, puede deberse a la gran ventaja en la adecuacion que presenta el
masculino o que se deba a altos niveles de depresion endogamica que se presentan

en el morfo hermafrodita.
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Por otro lado, Phyllyrea angustifolia (Oleaceae) resulta de particular interés ya que
presenta caracteristicas similares a P. krusei, como: plantas morfolégicamente
masculinas nunca desarrollan semillas, mientras que las hermafroditas producen
polen viable, tienen morfos polinicos distintos entre morfos florales, presentan
relictos de pistilo en las flores masculinas, lo cual es compatible con la sugerencia
de Leparty Dommeée (1992) de la evolucion a partir del hermafroditimo. También
se interpretd como un género funcional sesgado de las femeninas. Traveset (1994)
sugiere, con ayuda de este ultimo caracter, que la androdioecia de P. angustifolia
puede ser transitoria y reciente, lo que también podria ser una posibilidad para el

caso de P. krusei.

ESTUDIOS A FUTURO

Sera necesario realizar pruebas de polinizacion, asi como pruebas de paternidad y
determinar la frecuencia de masculinos en una muestra mas grande para tener

mayor seguridad de que P. krusei es una especie androdioica funcional.

Debido a que la adecuacion no sélo incluye el numero de descendientes, es
importante que se estudien otros componentes de la adecuacion relacionados con

la supervivencia.

Se propone que en el futuro sean utilizados otros métodos de tincion para
determinar la viabilidad del polen como la prueba de X-gal que determina el
contenido de B-galactosidasa, la prueba de TTC- (2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio)
que mide el contenido de deshidrogenasa, la prueba de azul de anilina para detectar

callosa en las paredes del polen y el tubo polinico o bien la reaccién fluorocromatica
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(FCR) que determina la actividad de la esterasa y el estado en el que se encuentra

la membrana celular.

De acuerdo al modelo de limitacion de polen para la evoluciéon del hermafroditismo
a partir del dioicismo (Wolf y Takebayashi, 2004), es posible inferir como ha sido la
evolucion de las especies androdioicas a partir de la revision de la
autocompatibilidad de los individuos hermafroditas y la proporcion de sexos. Por
ejemplo, de ser menor la frecuencia del morfo masculino y presentarse
autoincompatibilidad o al menos una baja tasa de autofecundacion en el morfo
hermafrodita, se podria casi predecir que la androdioecia es un camino hacia la
dioecia. Asi, seria de gran importancia que en el futuro se realizaran pruebas de
compatibilidad (polinizaciones manuales) en Prockia krusei para tener mayores

elementos y sugerir una posible ruta evolutiva.

De igual forma se dice que una especie androdioica funcional, debe presentar
autoincompatibilidad, sin embargo hay varios casos en los que esto no ocurre, por
ello también resultaria necesario hacer estudios para determinar si se presentan
mecanismos que favorezcan el entrecruzamiento, ya que como Pannell (1997)
observo en Mercurialis annua, sistemas como la protoginia pueden favorecer el

entrecruzamiento, haciendo menor el papel de la autoincompatibilidad (Anexo 3)
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CONCLUSION

Este trabajo arrojo resultados que concuerdan con la teoria del mantenimiento y
evolucion de la androdioecia, siendo mayor la adecuacion de la funcion masculina
por parte del morfo masculino en cuanto al numero de estambres, numero de granos
de polen, porcentaje de viabilidad, en la germinacién de los granos de polen y la

presencia de almidon.

Por otro lado, los granos de polen del morfo hermafrodita presentan dos tipos
distintos: pericolpado y tricolpado. Los del morfo masculino tienen tres tipos: el

tricolpado, tricolporado y uno tricolporoidado.

Por otro lado, nos da una muestra de los elementos que deben ser incluidos en

futuros experimentos relacionados con la germinacién de granos de polen.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba de Alexander. Se muestra a continuacion las soluciones y

colorantes para preparar el reactivo de Alexander.

Alcohol etilico 96% 20 mL
Verde de malaquita 20 mg
Agua destilada 50 mL
Glicerol 40 mL
Fucsina acida 100 mg
Fenol 5¢g
Acido lactico 1mL

Estos materiales se agitan perfectamente, se filtran y se almacenan en un frasco

ambar a temperatura ambiente.

En un grano viable, el verde malaquita que contiene el reactivo de Alexander permite
ver las paredes del grano de polen de color verde, mientras que la fucsina acida tife
el citoplasma de color magenta o rosa intenso. Por lo tanto los granos no viables se

veran solo tenidos de color verde.

Las pruebas y las fotografias, deben tomarse de manera casi inmediata ya que los
cambios osmoticos haran una coloracion mas intensa debido a los cambios

osmoticos (Lopez-Curto, 2005).
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Anexo 2. Cuadro comparativo de especies que evolucionaron a partir del

hermafroditismo (PROPUESTA)

Especie  Frecuencia Caractercon ~ Compatibilidad de Otros  Referencias
de ventaja hermafroditas
masculinos masculina
Sagittaria 0.16  -Morfologia de Wolf y
lancifolia* la Takebayashi
(Alismataceae) inflorescencia (2004)
(depredacion),

resulta en una
dispersion del

polen 4.5 veces
mayor.

Sk De10%a  Germinacion de Parcialmente ~ Fenologia floral idéntica de Ishida e
lanuginosa® 50% granos de  Autoincompatibles ambos morfos, asi comola  Hiura (1998)
(Oleaceae) polen (2.8- 3.4 morfologia del polen. Wallander
veces mas) (2001)
iz De20%a Fertilidad del Parcialmente Se sugiere pudo Leparty
angustifolia 38% granode polen  autoincompatibles evolucionar a partir del Dommée
(Oleaceae) hermafroditismo debido a (1992)
que presenta Hiura e
autoincompatibilidad. La Ishida
autoincompatibilidas podria (1994)
sugerir que surgio a partir Traveset
del dioicismo en lugar de (1994)
una evolucién hacia la Ishida e
dioecia (Charlesworth, ~ Hiura (1998)

1995), pero la presencia de

relictos de pistilo en las

flores masculinas es

compatible con la

sugerencia de Leparty

Dommée (1992) de la

evolucion a partir del

hermafroditimo.

Viabilidad del polen igual.
et ik Alrededor Autocompatible Poblaciones se ~ Dommée et
(Oleaceae) de 50% caracterizan por alta al. (1999)

autogamia
Neobuxbaumia Autoincompatibles Se sugiere pudo Valiente-
mezcalaensis* evolucionar a partir del  Banuet et al.
(Cactaceae) hermafroditismo debido a (1997)

que presenta
autoincompatibilidad y por
|a filogenia.
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Laguncularia
racemosa

(Combretaceae)

0.18 -Numero de
flores por

inflorescencia

Landry y
Rathcke
(2007)

Anexo 3 Cuadro comparativo de especies que evolucionaron a partir del dioicismo

(PROPUESTA)

Frecuen
cia de
masculin
0s

Especie

Menos
de 27%

Datisca
glomerata
(Datiscaceae

)

Tasa de
autofecundacion
ode
entrecruzamient
0

Proporci
on de
Sexos

variable

Present Baja tasa de
e autofecundacion

/alta tasa de
entrecruzamient

0

Caracter ~ Compatibilid
con ad de
ventaja  hermafrodita

masculina S

Estudios
filogenéticos
0 del tubo muestran que
polinico en Datisca, la

- androdioecia
Produccio evoluciono a
n de partir de un
granos de sistema dioico
polen (3.8 (Rieseberg et
veces al. 1992).
mas) Morfo
hermafrodita

surge como

una

modificacion

en el morfo

femenino, ya

que comienza

a producir

polen.

Recientes

estudios han

indicado que

el género es

genéticament

e controlado

por dos locis,

con

masculinos

homaécigos

para ambos.

Presentan

protoginia

Autocompati

Crecimient bles

Referenci
as

Liston et
al. (1990)
Fritch y
Rieseberg
(1992)
Rieseberg
etal.
(1992)
Rieseberg
etal.
(1993)
Philbrick y
Rieseberg
(1994)
Swensen
etal.
(1998)
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Mercurialis
annua
(Euphorbiace
ae)

Schizopepon
bryoniagefoliu
S
(Cucurbitace
ae)

Castilla
elastica*
(Moraceae)

Menos
de 30%

Menos
del 28%

Minoria

Present
e

Dispersion
de granos
de polen
(hasta 10
veces
mas)

Morfologia
dela
inflorescen
cia

Mas flores
por
inflorescen
cia

Mas flores
por
inflorescen
cia

Autocompati
bles

Autocompati
bles

Presenta
protoginia que
favorece
efectivamente
el
entrecruzamie
nto. Evolucién
dela
androdioecia
a partir de
poblaciones
dioicas, con
intermediario
hermafrodita

Hermafrdoitas
y masculinos
producen la
misma
cantidad de
polen con
igual fertilidad

Liston et
al. (1990)
Pannell
(1997)
Krahenbo
hl et al.
(2002)

Akimoto
etal.
(1999)

Wolf y
Takebaya
shi (2004)
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