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Estructura y Morfologia de granos de polen de Phaseolus

RESUMEN

Estudio de la morfologia de los tipos polinicos de cuatro especies
representativas de tres secciones taxondémicas del género
Phaseolus.

Se incluyen descripciones palinoldégicas, en donde las
caracteristicas dei polen se observaron con diferentes técnicas de
microscopia como: Microscopia Foténica, Microscopia Electrénica
de Transmision y Microscopia Electrénica de Barrido.

Se confirma la presencia de una estructura de la exina granular
en [as cuatro especies estudiadas.

Se destaca la importancia del analisis de la estructura
considerando su variacién en el apocolpio y mesocolpio como en el
limes de las aperturas.

Finalmente se analizan las caracteristicas palinolégicas de las
cuatro especies aqui descritas y su importancia taxonémica.
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INTRODUCCION

En sus inicios el andlisis del polen se realizé con ayuda de diferentes técnicas de la
microscopia foténica, recientemente las técnicas de microscopia electrénica se han
adoptado como un procedimento de observacién complementario (Martin 1969),
incrementando notablemente el conocimiento del grano de polen.

La informacion palinolégica derivada de la observacion en el microscopio electrénico
de barrido ha revolucionado el estudio de la superficie de las estructuras, debido a la
resolucion y gran profundidad de foco inalcanzables con la microscopia fotonica
{(Nowicke & Skvarla 1979). Por eiemplo, se facilita la observacién de micromodelos de
la superficie tectal (Muller 1979) mientras que el estudio de la estructura de la exina o
la pared del polen se realiza s6lo con microscopia electronica de transmisién, de tal
modo que "ahora tenemos todos los medios para explorar los caracteres morfologicos
del gametéfito masculino" como sefialan Nowicke y Skvarla (1979).

Como en otras familias, ia familia Leguminosae presenta una enorme diversidad de
polen, en ocasiones tan especializada, que puede ser Gtil en la determinacion de los
géneros (Polhill 1994), su estudio en la ultima decada proporciond las bases para lograr
la diferenciacion de al menos las tribus mas tropicales del Viejo Mundo de aquellas del
Nuevo Mundo como Aeschynomeneae, Desmodieae y Amorpheae (Ferguson 1984:
Ferguson & Skvaria 1981).

La familia Leguminosae o Fabaceae es una de las familias con mayor diversidad en
el mundo, superada sélo por las Asteraceae y las Orchidaceae, cuenta con cerca de
650 géneros y 18 000 especies (Polhill et al. 1981). Aproximadamente 440 géneros y
1200 especies, pertenecen a la mas grande de sus tres subfamilias, la subfamilia
Papilionoideae, que se distribuye principalmente en Brasil, México, este de Africa,
Madagascar y la regién Chino-Malaya (Polhill et al. 1981).

La subfamilia Papilionoideae se divide en cuatro grupos de tribus: 1) el grupo de las
tribus basales Sophoreae y Swartzieae, 2) el integrado por arbustos principalmente
distribuidas fuera del tropico en ambos hemisferios, 3) el de lefiosas con algunas formas
herbaceas relativamente mas avanzadas como las Phaseoleae, Desmodieae,

Aeschynomeneae e Indigoferaeade regiones tropicales y 4) el grupo de las herbaceas
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que se distribuyen en climas templados como las Galegeae, Vicieae, Hedysareae y
Trifolieae (Polhill 1994).
Un gran ndmero de taxa de importancia econémica se incluyen en la tribu

Phaseoleae, que se organiza en 7 subtribus

Tribu Phaseoleae
Subtribu {segin Lackey 1981):

Cajaninae
Clitoriinae
Erythyninae
Diocleinae
Glycininae
Kennediinae
Ophrestinae
Phaseolinae

£n ia suptribu Phaseolinae se ubica el género americano Phaseolus que se
representa por aproximadamente 40 especies (Delgado-Salimas 1985; Debouck 1988).
Sus especies silvestres se distribuyen principalmente: en México, sureste de Canada
hasta el noreste de Argentina (Delgado-Salinas 1985; Delgado-Salinas et al
1993)(Mapa 1).

Debido a su complejidad morfolégica, particularmente la floral, el género Phaseolus
ha sido objeto de estudio desde hace aproximadamente doscientos arnos. En este
tiempo se ha generado una intrincada historia taxonémica reflejada simplemente en una
gran lista de cerca de 490 nombres (Delgado-Salinas 1985; Debouck 1988).

En los Gitimos afos, varios autores como Verdcourt, Maréchal, Mascherpay Stainier
(Delgado-Salinas ef al. 1982; Delgado-Salinas 1985), han contribuido notablemente a
la Sistematica del género integrando una interesante propuesta de clasificaciéon que
incluye a otros géneros relacionados (Delgado-Salinas et al. 1982).

El género Phaseolus se distingue morfolégicamente de acuerdo con Maréchal et al.
(1978) por los siguientes caracteres:

- Estipulas no prolongadas fuera de la base

- Presencia de tricomas uncinados

- Bracteas florales persistentes aln después de la antesis
- Nudos de ios raquis de la inflorescencia no engrosados
- Glandulas extraflores del raquis ausentes

- Estandarte simétrico

- Estilo en espiral

- Estilo caduco no persistente en el fruto y
- Fruto no septado
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Mapa 1. Distribucién geografica del género Phaseolus
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Con base en una serie de caracteres morfologicos y moleculares {como los de
variacion de los sitios de restriccion en ADN de cloroplastos) Delgado-Salinas (1985)
y Delgado-Salinas et al. (1993) a su vez, han propuesto una clasificaciéninfragenérica,
en la que dividen al género en cuatro secciones; Phaseolus, Minkelersii, Xanthotrichii
y Chiapasanii.

Por lo tanto la ubicacion taxonémica del género Phaseolus actualmente es la

siguiente:

Familia: Legumincsae

Subfamilia: Papilionoideae

Tribu: Phaseoleae

Subtribu: Phasedlinae

Género: Phaseclus

Sooziln, ~lgsu0iUS
Minkelersii
Xanthotrichii
Chiapasanii

Stainier & Horvat (1978); Maréchal et al. (1981) y Delgado-Salinas ef. al. (1982)

destinguen el polen del género Phaseolus por los caracteres que se resumen en el

cuadro 1:
—————— =
Phaseolus spp. Phaseolus chiapasanus
Polen tricolporado o triporado Tricolporade
Prasencia o ausencla de pseudocolpo Ausencia de pseudocolpo
esbozo del mismo
eshozo del mismo Ornamentacion ampliamente raticulada
Omamentacion lisa a finamente reticulada Infractectum granular
Infratectum de naturaleza columelar

Cuadro 1. Caracterespalinoldgicos distintivos del género Phaseolus. Se integra lo publicado para el género segin Maréchal et al.{1978} y para P.
chiapasanus segin Delgado-Salinas of af.{1985),

Guinet (1981), Ferguson & Skvarla (1981) sefialan que en algunos grupos
taxonémicos de Leguminosas la variacion de las aperturas, la estructura de la exina y
la ornamentacién coincide con la de la macromorfologia, lo que evidencia su
importancia en la tarea taxondémica.

Stainier & Horvat (1978, 1979, 1983) consideran que en el complejo taxonémico
Phaseolus-Vignala estructurade la exina es de relevancia para la interpretacién de su
evoluciéon. Determinan que la estructura granular, presente en Vigna, es un caracter

derivado y la estructura columelar presente en Phaseolus, como primitivo.
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f) Aperturas.- Otro rasgo importante en la descripcion del polen son las aperturas. En
la exina frecuentemente se presentan adelgazamientos o modificaciones locales que
son llamadas aperturas, por las que generalmente surge el tubo polinico que ha de
emerger en el momento de la germinacion del grano de polen (Muller 1879; Larson &
Lewis 1961; Heslop-Harrison 1979). Estas también proveen rutas para transferir agua
u otras substacias (Punt et al. 1994).

En las Angiospermas las aperturas son sumamente variables, mientras que en
las Monocotiledoneas se presentan sulcos en las dicotiledoneas colpos.

Por la forma, posicién y estructura, en las dicotiledoneas se reconocen varios
tipos de aperturas (Wodehouse 1953; Erdtman 1952; Muller 1879). Por eiemola si
vunisideramos la forma distinguimos las aperturas tipo colpo o poro, las primeras son
aperturas elongadas con una relacién largo-ancho mucho mayor de dos y las segundas
son aperturas, circulares o elipticas con una relacion largo-ancho menor de dos (Punt
ef al. 1994).

Si se considera {a capa de la exina que las originan entonces se definen las
aperturas simples o compuestas. Las simples derivan de una capa de la exina a
diferencias de las compuestas en las que se incluyen mas de una capa de la exina
(Punt et al. 1994).

En aperturas compuestas las ectoaperturas se presentan en la ectexina, ias
endoaperturas afectan la endexina y la mesoaperturas la posicién intermedia a las
ectoaperturas y endoaperturas (Punt et al. 1994).

Las aperturas compuestas se han interpretado evolutivamente avanzadas
porque frecuentemente se presentan en grupos taxonomica y evolutivamente mas
avanzados, Stainier & Horvat (1983), Muller (1979), Walker & Doyle (1975) establecen
que como un proceso secudario, existe una tendencia a la reducciéon e incluso
desaparicién de las aperturas.

g} Exina.- La proteccion del gametofito masculino o polen en plantas vasculares, se
concentra en una cubierta que presenta una capa interna pecto-celulésicadenominada
intina y una externa, rica en carotenoides oxidativos y/o ésteres de carotenocides o

esporopolenina, llamada exina (Faegri & lversen 1964; Muller 1979; Saxena 1893).
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La exina se componen en general por una serie de capas que pueden variar en
su morfologia, es la capa que presenta mayor resistencia, y la que se utiliza para
realizar los estudios palinolégicos.

La descripcionde las capas de la exina por diferentes autores comentan algunos
autores como Bronckers (1968), Walker (1974); Walker & Doyle (1975) ha generado
una gran variedad de clasificaciones. Las clasificaciones de la exina se dividen como
clasificacionesderivadas de la observacién con microscopia foténica y las derivadas de
la observacién con microscopia electronica de transmision.

El estudio de la exina con las técnicas de microscopia fotdnica para polen

acetolizado, tipicamente presenta dos capas (Faegri & lversen 1864), una interna basal

{exina esculpurada, que se tife).

Por otro lado, con ayuda de la microscopia electronica de transmision se ha
determinado que en las Angiospermas la ectexina puede presentar tres capas, una
interna con una estructura columelar o granular cubierta por una capa denominada
tectum, y por debajo de éstas la capa basal denominada en inglés foot layer, con una
electrodensidad diferente a la endexina (fig. 1).

La estructurainfratectal del polen puede ser de dos tipos, columelar y granular.
Se dice que existen estructuras columelares cuando se presentan cuerpos cilindricos,
isodiamétricos con elementos bien separados generalmente mas altos que anchos
(Faegri & lversen 1964), mientras que las estructuras granulares propuestas por Van
Campo & Lugardon (1973) se describen como columelas que fueron remplazadas por
cuerpos esféricos; algunas veces también pueden encontrarse combinaciones de

ambas o granulos ordenados que semejan pilas de esferas.
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ANTECEDENTES

Generalidades. Morfologia del polen
Caracteres como esculpura, estructura, forma, polaridad, simetria, aperturas y exina,

ayudan a describir el polen. A continuacion se describen brevemente estos conceptos:

a) Ornamentacioén.-Todas las formas geométricas dispuestas superficialmente en el

tectum constituyen la esculpura del polen (Faegri & Iversen 1964).

b) Estructura.- Construccién interna de la pared del polen (Punt et al. 1994)

¢) Forma.- Es la configuracién espacial de un cuerpo, se relaciona con el tipo de
apertura, polaridad y simetria. De acuerdo con Erdtman (1952) la descripciénde forma
del polen se basa en las relacién entre eje polar (P) y diametro ecuatorial (E)
multiplicado por 100.

P/E x 100 = Forma

las diferentes clases de forma se resumen en el siguiente cuadro:

Forma P/E x 100
Peroblado <50
Oblado 50-75
Subesferoidal 75-133
Suboblado 75-88
QOblade Esferoidal 88-100
Prolado esfercidal 100-114
Subprolado 114-133
Protado 133-200
Perprolado >200

Guadro 2. Clases de forma propuestas por Erdtman (1952).

d) Polaridad.- Se refiere a la posicion relativa de los distintos polos (Jackson 1928; en:
Punt et al. 1994).
e) Simetria.-La simetria en el polen es semejante a la que se maneja para todo cuerpo

tridimensional, en términos generales puede expresarse como asimétrico o simétrico.
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Sin embargo en una de las secciones de Phaseolus Delgado-Salinas ef al. (1982),
describen por primera vez una estructura granular, condicién que se reporta en taxa
cercanos como Vigna subgénero Sigmoidotropis u en otros que no son caracteristicos
de las Phaseoleae (Stainier & Horvat 1978; Maréchal ef al. 1981). Por lo que surgié una
interesante interrogante.

Por lo anterior se propuso el presente estudio que contribuird a esclarecer y

complementar el estudio taxonémico y palinolégico de este interesante grupo.



Estructura y Morfologia de granos de polen de Phaseolus 9

Estructura de 1a exina

Microscopia Fotémica Microscopia electronica
. tectum ta. .
Sexina ' D D estructura [— --- -}Ektexina
a baEa; oot
Nexina Endexina
Segun Erdtman (1952) Segtin Faegri & Iversen(1964)

Figura 1. Estructura de la exina.

MY M R PRI AT ISEIsimm s =
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Excluyendo los granos de polen compuestos, particularmente presentes en la
subfamilia Mimoscideae los tipos basicos de polen tipicos de la familia Leguminosae
son (Guinet 1981):

»  Granos (nicos . 1E)stratiﬁcacién de la exina tipica de las Angiospermas (fig.

= |sopolares X .
»  Exina semitectada

»  Estructura columelar

»  Mas o menos esfaroidales

= De talla pequena (20-35 ym o mas largos en los ejes) . .
. o » Capa basal poco o bien desarro llada en relacidn
s Granos tricolporados con endo- aberturas isodiamétricas inversamente proporcional a la endexina

La principales variaciones de la morfologia del polen dentro de las subfamilias se
describen brevermnente en el cuadro 3.
Aberturas en Leguminosas

En general, también, se sefala que hay una tendencia hacia la reduccién de las
aberturas, de colpos a poros, asi como una tendencia a la fusién de los colpos en los
polos (sincolpados). El poro puede ser operculado o no, mientras que los colpos pueden
ser operculados o con una membrana granular o no (Ferguson & Skvarla 1979).
Estratificacién de la exina en Leguminosas
Existen tendencias principales:
- Presentar una endexina bien desarrollada casi siempre con el mismo grosor de |a capa

basal.



Estructura y Morfologia de granos de polen de Phaseolus 10

- Contar con una estructura columelar igual o mas grande que la endexina y la capa

basal juntas (nexina).

- Tener un tectum mas o menos la mitad del grueso de las columelas.

Caesoipinoldeae

Mimosoidea

Papilionoidea

Estructura infratectal de la exina

Configuracién de las aperturas

Membranas de las aperturas

Graros de polen simples o

compuestos

Ormamentacién

Usualmente columela, ocasionalmente
granular-columelar, rara vez granular
(Bauhinia}

Usualmente colpado o colporado rara
vez pluriporado

Inconspicuamente  engrosada  (sin
pseudooperculosu operculos) Fyrentn
en Colophospermum, Mardwickia y

Sindora

Simples. Excepto en
Diptychandra

Afzefia y

Frecuentemente estrlada, algunas
veces con espinas y espinulas

Usualmente granular

En los tipos bésicos pluriporado,
tricolporado (fanto en granos simples

como compuestos)

Inconspicuamente  engrosada  {sin

neaLidnnnsrm lae + asac bant Coanaba
H - poppestatalal SpRbtaltmie]

en grupos de Leucaena, Desmanthus
y Prosopis (granos simples engrosados
en la apertura ecuatorlal??)

Usualmente compuestios (tetradas!
polladas}, simples en los tipos bésicos
Usuaiments areclada, ocasionalmente

estriado (y asociado con colpory?).
Espinas y espinulas ausentes

Usualmente columelar, ocasional-
mente granular {principalmente en

grupos tropicales)

Usualmente colporado {tres o mas
aperturas) muy rara vez pluripo-
rados

Regularmante engrosados (pseu -
Al W WEEIALIS W] Yl

nulos gruesos)

Simples

Usuaimente reticulados, no estria-
dos (una ligera tendencia a ser
estriados en Swartzia), espinas y
espinulas poco frecuenies

Cuadro 3. Principales caracteristicas palinoldgicas que definen a las subfamilias de
Leguminosae. (Tomado de Guinet 1981).

Sin embargo, existen dos desviaciones principales que se relacionan fuertemente a

la especializacion macromorfolégica (Ferguson & Skvarla 1981):

a) Engrosamiento de la endexina con decremento o desaparicion de la capa basal

estructura y tectum.

b) Disminucién de la endexina con el subsecuente engrosamiento de la capa basal,

estructura y tectum capas superiores, en particular con grandes columelas.

Por otro lado, ciertas tribus presentan variaciones particulares por ejemplo en las

Phaseoleae existe una tendencia a la desaparicién de columelas que son substituidas

por granulos (Ferguson & Skvarla 1981).
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Presenta una gran variacién de micromodelos tectales. El mas comun es el

reticulado, también pueden ser lisos, finamente perforados, foveolados, finamente a

ampliamente reticulados con inclusiones en los lumenes, estriados a rugulados

(Ferguson & Skvarla 1981). Hay una tendecia hacia la especializacion de granos

finamente perforados a granos con amplios limenes y esculpura diferente; y a su vez,

con patrones de esculpura diferentes sobre los margenes de los colpos o los también

denominados margos y areas polares. En Phaseoleae hay una tendencia secundaria

al desarrollo de ldmenes pequefios generados por estructuras para formar un tectum

muy cerrado con muros supratectales.

En [ eubtribu Dhaceolinaa Qtainiar v Stainiary Haruat (1674 1076 1Q7R) v Maréchal

et al. (1978), han destacado la especializacidéndel polen a nivel de la estratificacion de

la pared, especialmente presente en el complejo taxonémico Phaseolus-Vigna.

Tomando en consideracién esta especializacién en Phaseolus y géneros afines y

dado la importancia probada que tiene fa miscroscopia electrdnica en el estudio del

polen se planted esta tesina.

Caesolpinoideae

Mimosoidea

Papilionoidea

Eslruciura infratectal de la exina

Configuracion de las aperturas

Membranas de las aperturas

Granos de polen simples o
compuestos

Omarmentacién

Usualmentecolumela, ocasionaimente
granular-columelar, rara vez grénular
{Bauhinia)

Usualmente colpado o colporado rara
veZ pluriperado

Inconspicuamente  engrosada  (sin
pseudooperculosu vperculos). Excapto
en Colophospermum, Hardwickia y

Sindora

Simples. Exceplto en Afzelia y
Diptychandra
Frecuentemente  estriada, algunas

veces con espinas y espinulas

Usuaiments granular

En los tipos basicos piuriporado,
tricalporado {tanto en granos simples
COIMO compuestos)

Inconspicuaments  engrosada  (sin
pseudooperculosu operculos). Excepto
en grupos de Leucaena, Desmanthus
¥ Prosopis (granos simples engrosados

en [a apertura ecuatorial??)

Usualmente compuestos (tetradas/
poliadas), simples en los tipos basicos
Usualments arsotada, ocasionalments

estriade {y asociade con colpory?).
Espinas y espinulas ausentes

Usualments columelar, ocasionat
mente granular {principaiments en
grupos tropicales)

Usualmente colporade (tres o mds
apenﬁras) muy rara vez pluripo-
rados

Regularments engrosados (pseu -
doopercul u opérculos con gra-
nulos gruesos}

Simples

Usualments reticulades, no estria-
dos (una ligera tendencia a ser
estriados en Swartzia), espinas y
espinulas peco frecuentes

Cuadro 3. Principales caracteristicas palinolégicas que definen a las subfamilias da
Leguminosae. (Toemado de Guinet 1981).
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OBJETIVOS

Describir la morfologia del polen de las cuatro secciones de
Phaseolus, basada en especies representativas y apoyada en

observaciones en microscopia electrénica y de luz

Interpretar el valor evolutivo y taxonémico de las caracteristicas

morfolégicas del polen en Phaseolus.

MATERIAL Y METODO

Especies seleccionadas para el estudio

Considerando las variaciones macromorfolégicas se seleccionaron especies
representativasde las secciones del género Phaseolus seglin Delgado-Salinas (1985).
En el caso de la seccion Minkelersii se seleccionaron dos especies muy diferentes en
cuanto a su macromorfologia, los datos de las especies considerados para este estudio

y los ejemplares que respaldan dichas especies se anotan en el cuadro 4.

Técnica de acetdlisis segun Erdtman (1952)
modificada para el género Phaseolus

El procesamiento consistio en extraer el polen de aproximadamente 10-20 botones
florales del material herborizado de las especies en estudio, depositados en el Herbario
Nacional del Intituto de Biologia (MEXU), él cual fue acetolizado segun la técnica de
Erdtman (1952).

Los botones florales fueron colocados en tubos ependorf rehidratados con agua
destilada a bario maria durante 10 minutos, macerados con la ayuda de espatulas y
centrifugados a 6000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se deshechd.

La muestra contenida en el fondo de los tubos ependorf (pastilla de la muestra
biologica, PMB) fue resuspendida en hidroxido de potasio (KOH) al 5% durante 10

minutos a bafo maria a 60 °C, luego se centrifugd a 6000 r.p.m durante 5 minutos.
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En el caso de la seccion Minkelersii se seleccionaron dos especies muy diferentes en
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El procesamiento consistié en extraer el polen de aproximadamente 10-20 botones
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Erdtman (1852).
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destilada a bafio maria durante 10 minutos, macerados con la ayuda de espatulas y
centrifugados a 6000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se deshechd.
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A la PMB se le agregé acido acético glacial, se macerd, resuspendié y centrifugd
durante cinco minutos 3 veces, desechando cada vez el sobrenadante.

Después a la PMB se le agregoia mezcla acetolitica preparada con anhidrido acético
y acido sulfurico concentrado en proporcién 9:1 durante 10 minutos a 90°C agitando
esporadicamente.

A continuacién se neutralizé la reaccidon agregando acido acético glacial en una
proporcidén 1:1, la muestra biolégica se centrifugd durante 5 minutos, decanté el
sobrenadante, y la PMB se lavé con acido aceético glacial dos veces mas centrifugando
cinco minutos cada vez. La PMB se enguagd con agua destilada dos veces
centrifugando 5 minutos cada vez, concluyendo la técnica de acetédlisis (fig. 2). E |
material acetolizado se procesé para su observacién en microscopia fotdnica (MF),
microscopia electrdnica de transmisién (MET) y de barrido (MEB) con las técnicas

detalladas a continuacion.

Rehidratacién con HzO de botones K°H, 5% Macarar
florales con polen madure 10 minutos
Bafic Marla [
&
H20 6000rp m
- o -
e0C
= 10 minutos Macera. Centrifugar S
—_ .
hcido acético
glacial 2 veces
8,0001.p. m. 6.000+. p. m. . 8,0001.p. m,
Cantrifugar Cantrifugar Macerar Centrifugar
Meazcha Acido
acetolfitica acético
Macarar 6,0001. p. m,
}ﬁ 90°c Centrifugar
- . — —p. A
= 10 minutos Macarar Noutralizar la mezcla

con dcido acético

#cido acético
glacial \ 2veces 492 . x 2 veces

— - 8,000 p.m. 8,000 p.m.

. Cenrtrifugar Centrifugar
Figura 2. Técnica de acetolisis seglin Erdtman (1852) modificada para el género Phaseolus
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Microscopia foténica (M. F.)

El material acetolizado se mont6é en preparaciones permanentes que fueron
examinadas al microscopio foténico con la técnica de campo claro (Bertrand 1961).
Preparaciones permanentes de polen

En un portamuestras se colocé una porcion de gelatina glicerinada sélida, que se
funde con calor antes de mezclarla con una gota de Ia pastilla de la muestra biolégica
(PMB) obtenida después de la Ultima centrifugaciéon de la técnica de acetélisis; la
mezcla se realizd con un palilio. Se cubrié con un cubreobjetos, se dejo secar durante
Ane diac v ee sellb con harniz por las orillas. Cada preparacidn se identificd con el
nombre de la especie, colector y nimero de colecta (fig. 4).

Observacion

Cada preparacién se observo con las técnicas de iluminacion de contraste de fases
y de iluminacién de luz-obscuridad (analisls L-d) descrita por Erdtman (1952). Esta
Uitima consiste en el ajuste gradual del foco, empezando desde la parte superior de una
estructura ornamentada y continuando con un progresivo desenfoque.

Para ello se realizarén 10 mediciones de cada uno de los siguientes caracteres

utilizando un ocular graduado (fig. 3):

- wm A vm e e W W R SR wm mm

- = - A e e

T mm -
m e e e -

Figura 3. Esquema de [as zonas medidas en los granos de polen. a.Longitud del eje polary
a* ecuatorial. b.Longitud polar de la ectoapertura, ¢. Longitud polar de la endoapertura. d. Longitud
ecuatorial de la ectoapertura. e. Longitud ecuatorial de la endoapertura. .
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Las mediciones obtenidas fueron analizadas estadisticamente para obtener la media

aritmética y la desviacion estandar.

Registro de las imagenes
Se tomo registro de cada una de las estructuras analizadas en un Axioscop Zeiss,

con una camara fotografica Contax en pelicula Kodak X-Pan ISC 125 con formato de
35 mm.

Muestra
\ .
\\ \

Gelatina glicerinada sélida

AN

= N\ — =

Derretir gelatina Mezclar
gelatina + muestra

/
N =

Cj Cubrir y sellar
Jou /
8] 5]
]

con bamiz
Observar

Figura 4. Preparaciones permanentes de granos de polen
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Microscopia Electréonica de Transmisién (M.E.T.)

Para caracterizarla estructura de la exina del polen, se realizaron preparaciones gue
fueron observadas en Microscopia electrénica de transmisién y de barrido.

Se hicieron pruebas durante la etapa de fijacion e inclusién del material, con el fin de
ajustar la técnica para poder procesar el material a observar en MET (fig. 5).

El polen acetolizado se tomd de la PMB obtenida durante la ditima centrifugacién de
la técnica de acetdlisis (ver técnica de acetdlisis).
Fijacién

Se elegid el protocolo de doble fijacion con aldehidos- tetroxido de osmio (OsO,),
variando el fijador primario.
= Fijador primario. Aldehidos

Se utilizaron como fijadores primarios dos aldehidos diferentes en lotes
experimentales diferentes:

1) glutaraldehido al 2.5 % durante 1: 30 hr.
2) glutaraldehido al 2.5% mas parafolmaldehido al 4% durante 1:30 hr.

La fijacion en ambos caso se realizé durante los primeros cinco minutos,

1) en condiciones de vacio
2) en condiciones normales, sin vacio.

= Post fijador o fijador secundario. Tetréxido de Osmio
Las muestras fijadas se lavaron tres veces con una solucion amortiguadora de

fosfatos al 0.16 M y pH 7.2, centrifugando cada vez durante cinco minutos, a 6000
r.p.m.. Se les agregé una mezcla de tetréxido de osmio (OsO,) con una solucion
amortiguadora de fosfatos en relacién 1:1, durante dos horas, al cabo de las cuales se
lavaron con la solucién amortiguadora de fosfatos durante tres veces, centrifugando
cada vez durante cinco minutos, a2 6000 r. p. m.
Deshidratacién

El polen acetolizado se deshidratd bajo dos condiciones:

1) muestras resuspendidas en agar al 3 %.

2) muestras en estado libre.

Estas Ultimas se centrifugaréndurante cinco minutos a 6000 r.p.m. despties de cada

cambio de tratamiento.
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En ambos casos las deshidrataciones se realizaron con cambios sucesivos de
alcoholes graduales, partiendo desde el alcohol al 30% hasta el 96%, realizando
cambios de alcohol cada 10 minutos.

En el alcohol al 100 % se llevaron a cabo tres cambios, cada 10 minutos.

Antes de efectuar la inciusion, el material fue sumergido en 6xido de propileno,
efectuando tres cambios cada 10 minutos.

Preinclusidn

Se realizaron dos rutas de preinclusion.
= Preinclusion rapida

Cc propard 1a resina epoxica de dos tipos: 1) epon y 2) eponato con un grado de
dureza medio. La mezcla de preinclusion se preparé con laresinay oxido de propieno.

Tanto el material embebido en agar, como el material libre, fijado en condiciones de
vacio y en condiciones normales (sin vacio), con glutaraldehido y con glutaraldehido-
paraformaldehido se preincluyé durante 24 hrs con una mezcla de preinclusién en
proporcion 1:1.
= Preinclusion lenta

El material libre, fijado en condiciones normales con glutaraldehido se preincluyé en
una mezcla de eponato:
1) durante 24 hrs. en una proporcion 3.1 de oxido de propileno-eponato
respectivamente.
2) se resuspendié con una mezcla de preinclusién en proporcion 2:1 de éxido de
propileno-eponato durante 24 hrs.
3) se resuspendié con una mezcla de preinclusion en proporciéon 1:1 de éxido de
propileno-eponato durante 24 hrs.
4} se resuspendié con una mezcla de preinclusién en proporcion 1:2 de éxido de
propileno-eponato durante 24 hrs.
5) se resuspendid con una mezcla de preinclusion en proporcién 1:3: de dxido de
propileno-eponato durante 24 hrs., posteriormente se evapord de la mezcla de
preinclusién el 6xido de propileno durante 2 hrs.
Inclusién

Se retird la ultima mezcla de preinclusién y se adiciond para todos los casos (para

epon como para eponato) la resina pura con caracteristicasde polimerizacidnde dureza
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media. Se polimerizé la resina con la muestra embebida, dejando las muestras en una
estufa a 60 C° durante 24 hrs.

Ultramicrotomia

La resina con las muestra incluida y polimerizada se tallé hasta obtener una piramide
que circunscribiera en su apice tan sélo un area con el material biolégico.

Tanto los cortes semifinos como ultrafinos se obtuvieron con los ultramicrotomos de
avance mecanico MT-1 y MT-2 del Laboratorio de Microscopia Electronica de la
Facultad de Ciencias de la UNAM y el ultramicrotomo de avance térmico OmU3, del
Colegio de Postgraduados.
= Cortes semifinos

De los bloque tallados se obtuvieron cortes semifinos de aproximadamente 0.5-1.0
Um de grosor con los que se localizd el area de corte especifica para su observacion
en el MET; se reconocié el grosor del corte observandoel corte a contraluz, estos cortes
se encontraronen el rango de verde a rojo. Se rescataron con un asa y fijaron con calor,
después se tifleron con una gota azul de toluidina exponiendolos a calor y se
enguajaron con agua destilada, luego se montaron en un portacbjetos y se observaron
en un microscopio optico.
= Cortes ultrafinos

Se obtuvieron cortes ultrafinos con grosores aproximados de 50-90 nm. El grosor
como fue el caso de los cortes semifinos se detectd por el color a contraluz de los
mismos, eligiendo como cortes ultrafinos aguellos con coloracion gris a dorade palido.
Estos se rescataron en rejillas metalicas de cobre con malla 100, cubiertas con
membranas de fomvar.

Contraste
Acetato de Uranilo

Las rejillas con los cortes fueron contrastadas con una gota de acetato de uranilo

durante 20 minutos en una caja de petri cubierta, enjuagadas por goteo con agua

bidestilada y luego secadas durante cinco minutos.
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Citrato de Plomo

Las rejillas contrastadas con acetato de uranilo se contrastaron con una gota de
citrato de plomo, durante 10 minutos en una caja de petri con ambiente seco (con
hojuelas de hidréxido de sodio), se enguajaron con agua bidestilada por goteo y se
secaron para su observacién al MET.
Observacion

Los cortes fueron revisados en un microscopio electrénico de transmision Zeiss M-
10, en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias, UNAM.
Registro de las imagenes

Las imagenes se recuperardn en negativo con pelicula Kodak tipo 4489 de 31/4" x
4" y fueron impresas en papel F3 con una lente 80 mm_1:45 v iina Maonalar il 80 mm,
1:45,
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Figura 5. Preparaciones de cortes de polen para su observacion en el microscopio electronico
de transmision,
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Microscopia Electrénica de Barrido (M.E.B.)

Para la observacién de la morfologia externa del polen entero, como para la
observacion de cortes de la exina del polen se procesd el material siguiendo varias
metodologias que a continuacién se describen {fig. 6).

Polen entero

El polen acetolizado, se deshidrato (ver deshidratacidénabajo), se seco con la técnica
de secado por punto critico (ver secado por punto critico abajo), se monté en
portaobjetos de aluminio con cinta conductiva de carbon y se cubrié con oro (ver
cubierta metalica abaio).

Polen fragmentado

El polen se fragmenté siguiendo tres técnicas
= Ultrasonido

Se adapté |la técnica de fraccionamiento por ultrasonido segln Cerceau et al. (1970),
gue consiste en el uso de frecuencias cortas y bajas de sonido. La fragmentacién del
polen se realizdé con dos equipos de ultrasonido:

Sonicador de baiio

Los tubos ependorf con el polen acetolizado se colocaron en un sonicador de
baifio o de cubeta Brasson durante 20 minutos con ciclo contindo, en el Instituto de
Geologia, UNAM. La muestra bioldgica se deshidraté (ver deshidratacion abajo), se
seco con la técnica de secado de punto critico (ver secado de punto critico abajo) y se
cubrié con oro (ver cubierta metalica abajo).
Sonicador de punta

Los tubos ependorf con el polen acetolizado se colocaron en un sonicador de punta
Branson modelo 250 durante 5 minutos con ciclo contintio con intensidad 5, en el
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Se deshidrataron (ver deshidratacion abajo), se
secaron con |a técnica de secado de punto critico (ver secado de punto critico abajo)

y se cubrieron con oro (ver cubierta metalica abajo).
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» CORTE

El corte del polen se realizé con dos técnicas.

Corte libre, seglin Van Campo & Sivak (1972)

El polen acetolizado se deshidraté (ver deshidratacién abajo), se secé con la técnica
de secado por punto critico (ver secado por punto critico abajo), se monté en un
portamuestra de aluminio con un cinta adhesiva de carbén. Bajo la amplificacién de un
microscopio estereoscopico, se corté con el filo de una navaja y se cubrié con oro (ver
cubierta metalica abajo).

Cortes semifinos por ultramicrotomo segun Hideux & Marceu (1972)

Se obtuviernn cnrtes eemifinne dal nolon aociclizads, fjado wuin yiularaidenido a
2.5% en condiciones normales, incluido en eponato en forma libre, y con un preinclusion
tenta. Estos cortes se recuperaron con un asa y se montaron por calor en un
portamuestras.

Preparacién de cortes para su observacion.

Se emplearon dos solventes para retirar la resina de los cortes.
Plastisolve

Se aplicaron unas gotas de Plastisolve (cloridio de metileno) durante 5, 10, 15, 30 y
60 min sobre los cortes semifinos montados en un portaobjetos, se secaron al aire libre.
Se recorto el portaobjetos con un lapiz con punta de diamante conservando tan sélo
la zona en donde se localizaronlos cortes y se cubrieron con oro (ver cubierta metalica
abajo).

Metoxido de sodio

Se prepard el metéxide de sodio con una solucidén saturada de hidréxido de sodio
(NaOH) en etanol al 96°. Se aplicaron unas gotas de este reactivo sobre los cortes
semifinos montados durante 5 minutos, se lavaron con etanol al 96° y con alcohol al
100% dejando secar en una estufa a 30 °C , se cubrieron con oro (ver cubierta metalica
abajo).
= SOBRE ACETOLISIS

Se modifict la técnica de acetdlisis segun Erdtman (1952), se adicioné después de
la inhibicién de la mezcla acetdlitica y lavado de la muestra con acido acético glacial,

un tiempo extra de 10 minutos en hidroxido de potasio al 5 %, se prosigui6 con los tres
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lavados con agua destilada, con sus respectivas centrifugaciones a 6000 r.p.m., de
cinco minutos cada vez.

El polen asi tratado se denominé sobreacetolizado, se deshidraté (ver deshidratacion
abajo), se seco con la técnica de secado de punto critico (ver secado de punto critico
abajo) y se cubrié con oro (ver cubierta métalica abajo).

Deshidratacién

Las muestras de polen fueron deshidratadas con alcoholes graduales de etanol al
30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°, realizando cada cambio de alcohol después
de 10 minutos.

Secado por punto critico

Las muestras de polen deshidratadas ce secarcn coin ia t&uiva de secado de punto
critico, con un equipo para secado por punto critico modelo Samdri-780 A del Instituto
de Geologia, UNAM, otro modelo SPI-DRY 1250 de la Facultad de Medicina, UNAM y
el modelo Samdri-780 A del Colegio de Postgraduados, esta técnica se describe a
continuacion:

Se tomé una muestra del polen acetolizado deshidratado y se virtidé en un sobre de
pape! filtro no. 1. Los sobres sellados y debidamente etiquetados se llevarén a la
camara de secado del desecador de punto critico manteniendo siempre himeda la
muestra. Previamente se enfrié la camara hasta 0°C, se cerrd la camara, con las
muestras y se llené con CO, liquido. Se realizé |la substitucién del alcohol por CO,
liquido. Para llegar al punto critico del CO, se elevo la temperatura y la presién en la
camara de secado aproximadamente a 31°C y 1073 Ib/ pulg?, manteniendo estas
condiciones por espacio de 6 minutos. Al regresar la muestra a las condiciones
ambientales normales, se monté en un portamuestras metalico, sobre una cinta
adhesiva de carboén.

Cubierta metalica

La muestra desecada se sombred con una capa de oro, utilizando una ionizadora
EMS563 modelo 7000 de la Facultad de Medicina, modelo JEOL JFC-1100 del Instituto
de Geologia, UNAM y del Colegio de Postgraduados, durante cinco minutos, aplicando

una corriente de 1200 v.
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Observacion

El polen de Phaseolus pauciflorus se observard en un microscopiode barrido modelo
DSM3850 de Zeiss, en la Facuitad de Medicina, el resto de las especies se examinarén
en un microscopio electrénico de barrido modelo JEOL- JSM-35 C en el Instituto de .
Geologia, y un microscopio electrénico de barrido Hitachi modelo 2460-N en el Instituto
de Biologia, UNAM.
Registro de las imagenes

Las imagenes se registraron en pelicula de 35 mm, liford, Pan F-Plus, ISO 50 en
4x5 pulgadas y 75 mm. ﬂ
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Figura 6. Preparacion de polen entero y fragmentado para su observacion en el miscroscopio
electrénico de barrido
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RESULTADOS

Obtencién de las medidas

Las mediciones de la exina se realizaron con microscopia fotonica, las de
ornamentaciony las de aperturas con microscopia de barrido, mientras que el analisis
de la estructura con microscopia electrénica de transmision y barrido.

Para la caracterizacién de las estructuras en microscopia foténica se siguié el
sistema de clasificacion de Erdtman (1952), para estructura del tectum y aperturas el
de Punt et al. (1994) y para cortes de transmision y barrido el de Faegri & lversen
{1956).

METODOS APLICADOS EN ESTE TRABAJO

Microscopia Electrénica de Transmisién

Tanto el polen fijado con glutaraldehido al 2.5 % como el fijado con paraformaldehido
al 4% y glutaraldehido al 2.5% aparentemente se conserva en forma similar.

Se obtienen mejores resultados cuando el polen es procesado en estado libre, ya
que el medio de resuspensién puede interferir con [a penetracion y polimerizacién de
la resina.

Al realizar la preinclusion, se detectd que una preinclusién lenta permite una mejor
penetracion de la resina, independientemente del tipo de resina (en nuestro caso del
tipo epdxicas).

Microscopia Electronica de Barrido
Material entero

Se ha cuestionado el uso de la técnica de acetdlisis para la observacion de la
superficie del polen debido a las supuestas alteraciones a nivel estructural que este
tratamiento puede generar sobre la muestra; sin embargo estudios de composicion de
la exina han revelado que esta presenta un material sumamente resistente al
tratamiento bajo esta técnica (Brooks & Shaw 1978; Hemsley et al. 1993).

Es un hecho que para ciertos tipos de polen el empleo de la técnica de acetélisis es
indispensable. Por un iado por razones de operacién del microscopioelectrénico, ya que
el polen kit y a trifina absorbe energia del cafion de electrones y la muestra se carga

o se quema, lo que impide que se genere una imagen dptima y por otro lado quiza mas
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importante ayuda a realizar interpretaciones correctas de los detalles de las
microornamentaciones(microporos, microreticulas, microverrugas, microgranulos, etc.)
o bien de otra indole (el polen kit y la trifina en ciertos grupos se encuentra en grandes
cantidades y enmascara la superficie de la exina).

En nuestro caso se decidié observar el material acetolizado para preveer estas
inconveniencias.

Material Fragmentado

Una alternativa para el analisis de la exina con microscopia elctrénica de transmision,
es la observacion de polen fragmentado con microscopia electrénica de barrido. Para
estos fines se han desarrollado una serie de metodologias que en ciertos grupos de
plantas son exitosas (Blackmore & Dickinson 19R1; Hidauv 2 Maorec, 1572).

Durante este trabajo se probaron consecutivamente varias metodologias debido al
poco éxito en la obtencién de muestras.

Al aplicar |la técnica de ultrasonido primero con intensidad ligera (sonicador de bario)
y posteriormente con intensidad mas agresiva (sonicador de punta), el material
permanecio intacto. Ya que en la técnica de ultrasonido realmente la intensidad de
uitraviibracidn es el factor principal para la ruptura de la exina, se decidié probar otras
técnicas de ruptura.

Se prosiguié a aplicar la técnica de cortes semifinos, la cual debido a la falta de
disoluciénde la resina (pese a que se aplicaron dos disolventes) no fue dptima, por lo
tanto se descarté para nuestro estudio.

Por otro lado la técnica de sobreacetélisis aunque exitosa en el corte, implicaba un
manejo minucioso de la muestra fragmentada, la cual al deshidratarse se fue perdiendo
y ademas al final fue imposible controlar su procedimiento (zona de origen apartir del
polen entero).

Finalmente se obtuvo mayor éxito con la técnica de corte libre, la cual aunque resulta
laboriosa proporciona los datos de referencia de la zona de corte.

Si bien esta ultima técnica presenta la gran ventaja de conservar sin alteracion
quimica alguna el material, tiene como limitante la extensién temporal y necesidad de
contar con abundante material, ya que el porcentaje de obtencién de cortes Utiles es

muy baja.
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Analisis de la Estructura de la Exina con Microscopia Electrénica

El MET indudablemente proporciona una mayor resolucién de la estructura de la
exina, sin embargo la aparicion de columelas irregulares puede generar interpretaciones
erroneas, cuando los cortes de la exina se realizan con diferentes orientaciones del
polen. En consecuencialos cortes observados en MEB se corroboraron y/o confirmaron
la existencia de éstas; asi como la de estructuras granulares ordenadas que en MET
parecian columelas o viceversa.

Por lo anterior en este trabajo se sugiere emplear ambas metodologias o en su
defecto realizar cortes desde diferentes orientacionescon MET, como otros autores han

propuesto.
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Descripciones Palinolégicas

SECCION PHASEOLUS DC.

1. Phaseolus leptostachyus Bentham

Apertura$8 (lam. 1, fig. 2, 1am. 2, fig.5)

Granos tricolporados con grandes ectoaperturas (comparado con el tamario longitud
ecuatorial de la ectoapertura).

Ecivapuriurade 3U.16 + 2.37 pm de longitud polary de 14.125 1 2.82 pm de longitud
ecuatorial, bordeada por un margo grueso, margo psilado a estriado-ruguladoen sus
apices, de 2.0-4.66 ym de grosor, escotadura interna del margo de aguda a
ligeramente redondeada.

Membrana colpal con granulos dispuestos sobre todo en los extremos de las
escotaduras internas del margo.

Endoapertura corresponde a un poro circular a ligeramente lalongado de 12.83 ym de
longitud polar y de 11.58 pm de longitud ecuatorial.

ESTRUCTURA

Semitectado (lam.7, fig.1-2).

Apocolpio {lam.2, fig. 6-9-). Analizando la estructura en MEB rugulado a foveolado,
rigulas y foveolas 1.0-4.0 ym de largo y de 1.0-1.5 pm de ancho.

Zonas intectadas con o sin granulos.

Mesocolpio(lam. 2 ,fig. 1-4). Analizando la estructura en MEB irregularmente rugulado
a foveolado, ragulas de 0.83-1.38 pm de ancho o largo.

Zonas intectadas regularmente con granulos, rara vez sin granulos.

Inmediaciones del limes (lam. 2, fig. 1-4) (limite externo de |a ectoapertura o colpo) con
una estructura que tiende a ser intectada, en ia zona ecuatorial del mesocolpio

(cerca de las aperturas).
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EXINA

Exina de 2.6 £+ 0.64 pm de gruesc en zonas tectadas y 2.44 + 0.64 ym de grueso en
zonas intectadas.

Sexina de 0.85 £ 0.20 pm de grueso en zonas tectadas y de 0.72 £ 0.2 ym de grueso
en zonas intectadas.

Nexinade 1.81 + 0.44 pm de grueso en zonas tectadas y de 1.71 £ 0.43um de grueso
en zonas intectadas.

ESTRATIFICACION (l1am. 7, fig. 1-2)

Con base en la informacidn de los cortes del polen en MET y MEB presenta una

CXina suctestada,

Tectum de 0.5-0.77 um de grosor.

Infratectum granular, granulos irregulares en tamarfio, los de la zona intectada mas
grandes y los por debajo de las zonas tectadas mas pequefios entre 0.05 - 0.2 um,
de esta manera la estructura corresponde a una forma granular desordenada, en
algunas zona granular orientada.

Endexina de 0.7-1.6 ym de grueso.

INDICE POLAR
I.P.=025

TAMANO Y FORMA
AMB circular a semiangular. Prolado esferoidal. Granos de polen largos.

P/E x 100 = 103.9.

ASOCIACION
Eumonadas

MEDIDAS DE LAS ESTRUCTURAS

X Rango Desviacion Coeficiente de
{4} {um) tipica variacién
Eje polar 63.34 15 4.66 7.35
Eje ecuatorial 61.38 22 6.53 10.63
Longitud polar de la ectoapertura 30.16 7 238 7.89
Longitud ecuatorial de la ectoapertura 14.13 5 2.82 10.95
Longitud polar del poro 12.83 ) 210 16.36
Longitud ecuatorial del poro 11.58 4 244 21.07
Ancho margo 4 2 0.70 175
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X Rango Desviacion Cosficiente de
{pm) {um) tipica vanacién
Grosor sexina en zonas tectadas 0.85 1.5 0.2 23.52
Grosor nexina en zonas intectadas 1.81 3 0.44 2430
Sexina en zonas tectadas 0.27 1 0.02 740
Nexina en zonas intectadas 1.7 3 D44 2573

COMENTARIOS

En vista ecuatorial un 47.62% del eje polar esta cubierta por la longitud polar de
la ectoapertura, y de la longitud polar de la ectoapertura un 42.52 % lo ocupa el poro.

Con respecto al didmetro ecuatorial un 23% la ocupa la longitu ecuatorial de la

ectoapertura y de esta un 82.01% lo cubre la longitud ecuatorial del poro.

La nexina es mas gruesa que la sexina, tanto en los muros como en el iumen,

ocupa un 67.80 % del grueso de la exina en el muro, mientras que en el lumen

un 70.37%.
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SECCION MINKELERSIA (Mart.& Gal.) Maré., Masch. & Stain.

2. Phaseolus paucifiorus Sessé & Mocino ex G. Don

Apertura$ (lam. 1, fig.4, 1am. 34, fig. 5)

Granos tricolporados con grandes ectoaperturas.

Ectoapertura de 43.9 = 3.38 um de longitud polar y de 31.18 + 3.34 um de longitud
ecuatorial, bordeada por un margo grueso, margo psilado interrumpido en
algunas zonas, de 3.8-4.0 pm de grueso, escotadura interna del margo de
redondeada a aguda, ocasionalmenteuno de |los apices del margo en una de las
Colsape was se proionga y torma una valla muy larga que llega al apocolpio.

Membrana colpal con granulos dispuestos sobre todo en los extremos de fas
escotaduras internas del margo.

Endoapertura corresponde a un poro casi circular a ligeramente lalongado, de 25.6 +
1.84 um de longitud polar y de 26 £ 4.71 pm de longitud ecuatorial.

ESTRUCTURA

Semitectado (lam. 7, fig. 3-4)

Apocolpio (Iam. 34, fig. 6-9). Analizando la estructura en el MEB verrugado a rugulado,
rugas y verrugas se encuentran densa a laxamente dispuestas, gruesas a
delgadas, de 2.46 - 13.99 (16.16) ym de largo y de 1.36 - 2.94 (4.02) pm de
ancho.

Mesocolpio (lam. 34, fig.1-5). Analizando la estructura en el MEB verrugado,
ocasionalmente algunas de las verrugas se unen por sus extremos y forman
pequefas reticulas a rigulas, verrugas y ragulas uniformemente dispuestas
sobre todo en la parte media del mesocolpio sin llegar al limes, de (0.59)1 -
3(3.57) pm de largo y de (2.53)2.68 - 9.54 (16.15) pm de ancho.

Zonas intectadas tanto en apocolpio como en mesocolpio con granulos.

Inmediaciones del limes con una estrutura intectada.
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EXINA

Exina de 4.23 + 0.74 um de grueso en zonas tectadas y 2.94+ 0.6 pm de grueso en
zonas intectadas.

Sexina de 0.85 + 0.20 um de grueso en zonas tectadas y de 0.72 + 0.44 pm de grueso
en zonas tectadas

Nexina de 1.81 £ 0.44 um de grueso en zonas tectadas y de 0.72 £ 0.20 pm de grueso
en zonas intectadas.

ESTRATIFICACION

Con base en la informacién de los cortes del polen en MET y MEB presenta una

Exina subtectada.

Tectum de 0.3-0.5 pym de grosor.

Infratectum granular, granulos irregulares en tamano, los de la zona tectada de 0.07-
0.1um, de esta manera la estructura corresponde a una estructura granular
desordenada

Endexina de 0.4-0.7 uym de grueso.

INDICE POLAR 0.710

TAMANO Y FORMA

AMB semiangular. Prolado esferoidal. Granos largos. P/E x 100= 97.59

ASOCIACION
Eumonadas

MEDIDAS DE LAS ESTRUCTURAS

Desviacion Coeficiente de
tipica variacién

6.36 7.51

Eje ecuatorial . 551

Longitud polar de la ectoapertura . 3.38

Longitud ecuatorial de la ectoapertura 334

Longitud polar de ia ectoapertura i 1.84

Longitud ecuatorial de la ectoapertura 471

Grosor sexina en zonas tectadas

Grosor nexina an zonas intectadas

Sexina en zonas tectadas
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COMENTARIOS

En vista ecuatorial un 51.87% del eje polar esta cubierta por la longitud polar de
la ectoapertura, y de la longitud polar de la ectoapertura un 58.31 % lo ocupa el poro.
Con respecto a 1a longitud ecuatorial un 35.95% la ocupa la ectoapertura y en esta un
83.39% lo cubre el poro.

La nexina es mas gruesa que la sexina sélo en el lumen, ocupa un 42.40% del

grueso de la exina en el muro, mientras que en el lumen un 67.34%.



Estructura y Morfologia de granos de polen de Phaseolus 35

3. Phaseolus pluriforus Maré., Masch. & Stain.

Aperturas$ (lam. 1, fig. 6, lam. 5, fig. 5)

Granos tricolporados con brevicolpos.

Ectoaperturade 28.83+ 2.34 um de longitud polar y de 11.30 £ 1.25 pm de longitud
ecuatorial, margo no engrosado, margo se define por un cambio gradual de la
estructura del tectum, las reticulas se transforman a foveolas hasta formar una
zona psilada, que es el margo, de 2-3 pm de grosor, escotadura interna del
margo de redondeada a aguda.

Membrana coipal con granulos dispuestos sobre todo hacia los extremos de las

aenntasdiran indarman Aal caares
e e ta et e 11 RS I Al 8 S

Endoapertura corresponde a un poro lalongado, de 13.71 £ 1.81um de longitud polar
y de 9.38 £ 1.61um de longitud ecuatorial.

ESTRUCTURA

Semitectado (Lam. 7, fig. 5-6)

Apocolpioy mesocolpio (lam. 1, fig. 5, lam. 5, fig. 1-4, 6-9). Analizando la estructura
en MEB heterobrocado, reticulado a microreticulado, algunas veces
microfoveolad o, reticulas de (1.55) 2.06 - 7.74 ym de largo y de 0.53 - 1.21
(1.55) um de ancho.

Zonas intectadas con granulos.

Limes no definido.

EXINA

Exina de 2.75 + 0.57 pm de grueso en zonas tectadas y 2.5 £ 0.56 um de grueso en
zonas intectadas.

Sexinade 1.25 1 0.30 pm de grueso en zonas tectadas y de 0.95 1+ 0.26 ym de grueso
en zonas intectadas.

Nexinade 1.5 £ 0.27 ym de grueso en zonas tectadas y de 1.55 £ 0.32 pm de grueso

en zonas intectadas.
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ESTRATIFICACION (iam. 7, fig 5-6)

Con base en la informacién de los cortes del polen en MEB presenta una

Exina subtectada.

Tectum de 0.3-0.6 um de grosor.

Infratectum granular, granulos irregulares en tamario, los de las zonas tectadas de

0.05-0.15 um de grueso. En las zonas intectadas ocasionalmente se presentan
baculas muy irregulares, de 0.4-1.1 um de alto y 0.1-0.2 pm de ancho, de esta
manera la estructura corresponde a una forma granular desordenada a nivel de

tectum y granular con baculado a nivel del lumen.

Endexina de 0.5-0.6 um de arueso.
INDICE POLAR

.P.=0.777

TAMANO Y FORMA

Prolado esferoidal, granos largos. P/E x 100 = 102.97

ASOCIACION

Eumonadas

MEDIDAS DE LAS ESTRUCTURAS

Desviacién tipica Coeficiante da
variacién

Eje polar

599 8.30

Eje acualorial . 368 532

Longitud polar de |a ectoapertura 2235 8.15

Langitud ecuatorial de la ectoapertura 1.25

Longitud polar del poro 1.81

Longitud ecuatorial del pono 1.60

1.03

03
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COMENTARIOS

En vista ecuatorial un 40.48% del eje polar esta cubierta por la longitud polar de
la ectoapertura, y de ia longitud polar de la ectoapertura un 47.60 % lo ocupa el poro.
Con respecto a la longitud ecuatorialun 16.37% la ocupa la ectoapertura y en ésta un
82.94% lo cubre el poro.

La nexina es mas gruesa que la sexina, esto es mas evidente en el lumen, ya
que ocupa un 54.54% del grueso de la exina en el muro, mientras que en el lumen un
62%.
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SECCION XANTHOTRICHII A.Delgado

4. Phaseolus zimapanensis A. Delgado sp. nov.

Apertura$S (lam. 1, fig. 8, lam. 6, fig.5) Granos tricolporados con brevicolpos.

Ectoapertura de 27.88 £ 2.94 pm de longitud polar y de 14.33 £ 4.27 pm de longitud
ecuatorial, bordeada por un margo, margo psilado con algunas estrias a todo
su largo, de 3.3 £ 0.57 ym de grueso, escotadura interna del margo
redondeada.

Membrana colpal membrana colpal con granulos dispuestos sobre todo hacia tos
extremos de las escotaduras del margo como en el limes del poro.

Endoapertura corresponde a un poro lalongado, de 10.38 £ 2.6 pm de longitud polar
y de 8.29 + 1.8 uym de longitud ecuatorial.

ESTRUCTURA

Semitectado.

Apocolpio (lam. 1, fig. 7, lam. 6, fig. 6-9). Analizando la estructura en MEB se presenta
una gran diversidad, con tectum foveoladoy reticulos con tendenciaa rugulados,
reticulas de 1.79 - 6.24 um de largo y de (0.66) 1- 2.65 um de ancho.

Zonas intectadas con o singranulos.

Mesocolpio. Analizando la estructura en MEB reticulado a foveolado, reticulas son
grandes de 2.81-5.96 (6.49) ym de largo y de 0.5- 1.33 {(3.32) um de ancho.

Zonas intectadas regularmente con muchos granulos, rara vez sin granulos.

El numero de las reticulas varia entre la zona del apocolpio y del mesocolpio,
siempre mas en el apocolpio.

Otras poblaciones pueden presentar las siguientes caracteristicas:
Apocolpio (Iam. 1, fig 7, 1am. 6, fig. 6-9) rugulado a foveolado, entonces con rugas mas
gruesas.

Mesocolpio (lam. 6, fig. 1-4) rugulado muy cerrado a foveolado.

Inmediaciones del limes (lam. 6. fig. 1-4) intectado, sobre todo en zona ecuatoriail (en

vista ecuatorial) cerca de la apertura.
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EXINA

Exinade 2.41+ 0.95 uym de grueso en zonas tectadas y de 1.86 + 0.47 pm de grueso
en zonas intectadas.

Sexina de 0.97 £ 0.56 um de grueso en zonas tectadasy de 0.47 £+ 0.08 pm de grueso
en zonas intectadas.

Nexina de 1.44 + 0.39 um de grueso en zonas tectadasy de 1.39 ¢ 0.39 pym de grueso
en zonas intectadas.

ESTRATIFICACION (lam. 7, fig. 7-8)

Con base en la informacién de los cortes del polen en MET y MEB se presenta una:

Exina subtectada.

Tectum de 0.4-0.77 um de grosor.

infratec tum granular, granulos de las zonas tectadas pequefios entre 0.09-0.2 pm,
ocasionalmente en las zonas intectadas se encuentran baculas, de 0.2-0.45 um
de ancho y de 0.8-0.9 uym de alto, aunque en las zonas tectadas parecen
presentarse columelas, los cortes al MEB evidencian la orientacidén y
superposicion de los granulos, de esta manera la estructura corresponde a una
forma granular ordenada y no asi de columelas con granulos en la zonas
intectadas y granular ocasionalmente con baculas en las zonas intectadas.

Endexina de 0.54 - 0.89 um de grueso.

INDICE POLAR
I.P.=0.7456

TAMANO Y FORMA
AMB circular a semiangular. Prolado esferoidal. Granos largos.
P/E x 100 =101.26.

ASOCIACION
Eumonadas

MEDIDAS DE LAS ESTRUCTURAS

Coeficiente de
variacién( %)

1564

Eje ecuatonial

Longitud polar de la ectoapertura

Longitud ecugtoriat de la ectoapertura
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Coeficiente de
variacion( %)

Langitud pelar del pore

18.21

Lengitud ecuatorial del poro

21.61

Ancho margo

17.11

Grosor de sexina en zonas lectadas

057

Grosor de Nexina en zonas tectadas

27.08

Sexina en zonas intectadas

17.02

Nexina en zonas intactadas

COMENTARIOS

28.05

En vista ecuatorial un 45.05% del eje polar esta cubierta por la longitud polar de

la ectoapertura, y de la longitud polar de la ectoapertura un 37 23% In acuna el nore,

Con respecto a la longitud ecuatorial un 23.45% 1a ocupa la ectoapertura y en esta un

57.78% lo cubre el poro.

La nexina es mas gruesa que la sexina, tanto en los muros como en el lumen,

ocupa un 59.75% del grueso
74.73%.

de la exina en el muro, mientras que en el lumen un
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Tamaiio |

Con base en la clasificacién de Erdtman (1952) los granos de polen de
las especies aqui estudiadas son grandes, siendo en orden ascendente ios de
Phaseolusleptostachyus, P. zimapanensis, P. pluriflorusy P. paucifioruslos mas
grandes. Con respecto a los datos de tamafio para las especies del género
proporcionada por Delgado-Salinas (1985) las de este trabajo se ubican como
las mas grandes, entre 61-84 um.

Al considerar los valores de las desviacion estandar del tamafio
observamos que los valores pueden coicidir ai menos en los valores extremos
del rango de variacién de sus dimensiones, es decir es un caracter variable, que
no distingue a las especies aqui estudiadas.

Forma

Pese a que Delgado-Salinas (1985) indica que la forma predominante en
el género es la esférica a oblado-esferoidal y rara vez |la subprolada, las cuatro
especies estudiadas en este trabajo presentan la forma prolado-esferoidal.

Estructura de la exina

Maréchal ef al. (1978), Horvat (1978) y Stainier y Horvat (1978, 1983)
sefialan que la exina del polen del género Phaseolus presenta una estructura
columelar (F. ritensis, Stainier & Horvat 1978); sin embargo Delgado-Salinas
(1985) indica que aunque es una caracteristica comun de Phaseolus, no es
distintiva, ya que en un estudio realizado anteriormente por Delgado-Salinas et
al. (1982), P. chiapasanus presentd una estructura granular.

Los resutados obtenidos revelan que Phaseolus se caracteriza por su
estructura columelar, estructura granular y ademas en algunas especies como
P. pluriflorus y P. zimapanensis con una estructura granular en las zonas
tectadas y ocasionalmente con baculas y granular en las zonas intectadas, esta

vitima estructura reportada por vez primera en el género (cuadro 5).
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Si bien los tipos de estructuras aqui descritos son especificos para cada
especie, se requiere de un mayor muestreoc antes de generalizar los tipos de
estructura caracteriticos de las secciones.

Los datos obtenidos cuestiona el valor taxondémico de la estructurade la
exina para definir los géneros Vigna y Phaseolus como propone Maréchal et al.

(1978), debido a que ambos presentan una gran variaciénde tipos estructurales

de la exina.

|-|= Taxa Estructura “
P P. ritensis (Stainier & Horvat 1978) colurnelar
h
- ] |

F. chrapasanus (Uelgado Sainas et al.

s 1882) granular
e
o F. leptostachyus
! P. pauciflorus
u P. plurifiorus granular en las zonas tectadas y ocasionalmenmte con
s P, zimapanensis béculas y granulos en las zonas tectadas

= rr—
Cuadro 5. Estructura de la exina presentes en el género Phaseolus conocida
hasta el momento.

Endexina y Capa basal

En las cuatro especies la endexina, se encuentra bien desarrollada, lo
que concuerda con una de las tendencias de la subfamilia segun Ferguson &
Skvarla (1981). Es decir perder la capa basal y desarrollar considerablemente
la endexina.

Exina y aperturas

Guinet (1981) y Guinet & Ferguson (1989) sefalan que en las
Leguminosas existe una relacion entre los caracteres de la exina y los tipos
aperturales de tal forma, que si la endexina se encuentra bien desarrollada
aparentemente la ectexina disminuye y viceversa; mientras que una endexina
reducida en aperturas compuestas, influye en la desaparicién de |a parte de la
apertura localizada en la endexina, es decir la endoapertura.

Ya que las mediciones de las capas de la exina se realizaron con ayuda
de la microscopia fotdnica, los datos obtenidos de sexina y nexina en zonas
tectadas y zonas intectadas, permitieron un analisis indirecto del desarrollo de

la endexina y ectexina.
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Por la relacién entre las capas de la exina y aperturas se agrupan
Phaseolus paucifiorus y P. leptostachyus con |la sexina mas gruesa tanto en
zonas tectadas como zonas intectadas, y P. zimapanensis y P. pluriflorus con
la sexina mas delgada tanto en zonas tectadas como en zonas intectadas. El
grosor de la sexina como Guinet (1981) sefala al nivel de la ectexina también
presenta una relaciéon inversamente proporcional a la longitud polar de las

aperturas (cuadro 6)

Taxa Sexina grosor Nexina Ectoapertura Endoapertura

P. paucifiorus grueso delgada grandes (longitu polar longitud polar grande
P. leptostachyus grande), bordeadas por
un margo grueso

P. zimapanensis delgada Uy e winsiprua (IUNGAMG longitud polar pequeha
D fannviua polar chica), sin marga
grueso

P
h
a
s
e
o
[

u
S

Cuadro 6. Retacion entre las capas de la exina y aperturas enel género Phaseolus
Inmediaciones del limes {Pseudocolpo)

Stainier & Horvat (1978) y Stainier & Horvat (1983) describen en el
género Vigna, zonas aperturales por las diferencias de estructura que se
presentan airededor de apertura, diferenciando dicha area de las zonas no
aperturales. Sefialan que en las zonas aperturales existe un cambio en las
reticulas presentandose un reticula paulativamente mas pequena hasta delimitar
un anillo que se circunscribe sélo a la ectoapertura.

Un analisis minusioso de la estructura del tectum en el apocolpio y
mesocolcolpiode las especies de Phaseolus revelo que dichos pseudocolpos
corresponden a zonas del mesocolpio con una estructura diferenciada
principalmente en las zonas cercanas a las aperturas (aqui denominada
inmediaciones del limes) y a los alrededores del apocolpio.

Aunque Bronkers et al. (1972), Stainier (1974) y Marechal et al. (1976)
mencionan que Phaseolus presenta pseudocolpos osea zonas que sin ser
apertura parecen una y que se localiza entre las aperturas verdaderas, la
estructura del tectum aqui observada, apuntan que bien podria corresponder
a las zonas aperturales y zonas no aperturales que manejan Stainier & Hortvat
(1978).
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De aplicarse esta nomenclatura ademas de homogenizarlos conceptos
palinolégicos, seria posible ionterpretar su transformacion y variacién en
diferentes taxa.

En cuanto al tipo de apertura Delgado-Salinas (1985) sefala que
P. leptostachyus presenta un polen triporado, en este trabajo se detectd la
presencia de una ectoapertura claramente definida con un margo, por lo que se
dbe describir como un grano colporado con brevicolpos.

Por otro lado, existen dos caracteres que pudieran ser utiles para la
diferenciacionde los grupos polinicos del género: membrana de la ectoapertura
(caracter que ya habia sido mencionado por Delgado-Salinas (1985)) y forma
de la escotadura interna do o olsapesniuna,

Margo

Un caracter exclusivo y particular de cada especie, €s el margo, que es
todo aquel engrosamientoo cambio de estructuraque rodea al colpo, en nuestro
caso la ectoapertura.

Por ejemplo en Phaseolus paucifiorus se presenta una ectoapertura con
un margo bien desarrollado, mientras que en el polen de P. zimapanesnis,

P. plurifiorus y P. leptostachyus las ectoaperturas apenas se delimitan por |a
transicidon de estructura del tectum.

Aparentemente existe una relacién muy fuerte en cuanto al grosor de la
exina y la presencia de margo grusos o solo diferenciados por un cambio en la
estructura como puede observarse en el cuadro 6.

Estructura

En el género Phaseolus se presenta un amplio rango de tipos de exina
desde tectados a subtectados, finamente perforados a fina o ampliamente
reticulado, verrugado y rugulado como sefiala Delgado Salinas (1985).

En este trabajo ademas se destaca que es posible diferenciar la
estructura del tectum en el apocolpio y mesocolpio, en las imediaciones de las
aperturas o inmediaciones del limes y aun mas variaciones de la estructura del
tectum en el margo (cuadro 7). Estas caracteristicas ayudan a diferenciar

palinociégicamente a las especies.
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Delgado-Salinas (1985) menciona que la estructura de P. /epfostachyus
es foveolada sin embargo en este estudio se describe como rugulado a
foveolado en el apocolpio, irregularmente rugulado a foveolado en el
mesocolpio, e intectado en la zona ecuatorial del mesocolpio al limes del margo.

Con respecto a Phaseolus paucifiorus este mismo autor sefiala que en
el primero es rugulado sin embargo en este trabajo se describe como verrugado,
con las inmediaciones del limes intectadas, con verrugas densamente
dispuestas en el mesocolpio y ocasionalmente con una verruga continua que
surge de uno de los apices del margo de una ectoapertura al apocoipio.

Dara Phaceniine nlurifloris la descripcion concuerda con la de Delgado-
Salinas {1985), siendo su tectum microreticulado a microfoveolado.

Lo anterior evidencia la necesidad de realizar descripciones mas
completas de la estructura del tectum en el género, informacién que

indudablemente redundaranen el mejor conocimiento morfolégico del género.

Seccion Minkelersii

Debide a que en este estudio se realizaron observaciones de dos
especies de una misma seccién, fue posible detectar parte de la variacion
palinologica a nivel de seccién y en las mismas especies.

Las diferencias entre las especies de |la seccion Minkelersii basicamente
se concentran en sus aperturas y estructura dei tectum mientras que sélo

comparten algunos aspectos de |la estructura de la exina (cuadro 8).
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Lo anterior coincide con las diferencias que se presentanen la morfologiafloral,
inflorescencia y habito (com. pers. Delgado-Salinas, 1997). De esta forma las
caracteristicas palinolégicas de las especies de la seccién aqui estudiadas se suman
a las macromorfolégicas antes mencionadas para apoyar la division que Delgado-

Salinas (1985) propone para la seccidén Minkelersii.

—— ——— |
“ Phaseolus paucifiorus Phaseolus pluriflorus
Tectum verrugado Tectum con la reticula helerobrocado
Diferentes patrones del tectum en mesocolpio y apocolpio Patrones del tecturn similares en apocoipio y mesocolpio
Ectoaperiura con un margo engrosado Ectoapertura con un margo poco engrosado distinguiendole por el
cambio de estructura
Marga psitado Margo psilado a esparcidamente perforado

Marge ligeramente interrumoido en alaunas Pnnas Marnn antars

L

_

Cuadro 8. Diferencias palinologicas entre las espmelersﬁ.
Phaseolus pauciflorus
Del estudic de las poblaciones de Phaseolus paucifiorus
geograficamente separadas (norte y centro de la Republica Mexicana} se
chservdé una variacion notable en cuanto al tamafio, forma y estructura del
tectum (cuadro 9). Lo anterior permitié establecer una mejor interpretacién de

la variacidn palinologica de la especie.

Jalisco Edo. México

Tectum verrugado, nunca rugulado en el mesocoipio Tectum verrugado, con verrugas més pequefias y ocasionalmente
rugulado en el mesocolpio

Poro pequefio con respecto a [a longitud polar de la ectoapertura Poro grande con respecto a [a longitud polar de la ectoapertura
Longitud polar de la ectoapertura, corta Longitud polar de la ectoapertura, larga
Margo de la ecloapertura grueso Margo de la ectoapertura, delgado

IC-;__l-l_-adro 9. Diferencias palinologicas entre las poblaciones de Phaseolus paucifiorus

En conclusion los datos aportados en este trabajo demuestran que la
estructura de Phaseolus presenta todos los tipos de estructura conocidas para
la familia, es decir desde columelar hasta granular y ademas granular en zonas
tectadas y granular con baculas en zonas intectadas. Asi mismo revelan que no
es posible establecer por el momento ningun curse de la evolucién de la
estructura de la exina, es decir no podemos sefialar que las columelas son mas

avanzadas o que los granulos son mas primitivos.
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Lamina 1 Phaseolus leptostachyusFig.1 vista polar 2. abertura. Phaseolus paucifiorus 3.
vista polar 4. abertura Phaseolus pluriflorus5. vista polar 6. abertura Phaseolus zimapanensis
7. vista polar 8. abertura. Barra vista polar= 10y, barra aberturas= Sym
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Lamina 2 Phaseolus leptostachyusFig. 1-4 Variacion de la estructuraen el mesocolpio. Fig.
5 Vista ecuator! .l. Fig. 6-9 Variacion de [a estructura en el apocolpio. g=granulos del lumen, m=
margo psilade a estriado-rugulado, I= inmediaciones del limes con estructura intectada. Barra=

10 pm
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Lamina 3 Phaseolus paucifiorus (poblacion Jalisco). Fig. 1-4 Variacion de la estructura en
el mesocolpio . Fig. 5 Vista ecuatorial. Fig. 6-9 Variacion de la estructura en el apocolpio. g=
granulos del lumen, mm= dpice del margo prolongado formando una valla larga scbre el
apocolpio, linmediaciones del limes, zi= zonas intectadas, v= verrugas. Barra= 10um
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Lamina 4 Phaseolus paucifiorus (poblacion Estado de México). Fig. 14 Variacion de la
estructura del mesocolpio. Fig. 5 vista ecuatorial. Fig. 6-8 variacion de la estructura en el
mesocolpio. g= granulos del lumen, mm= apice del margo prolongado formando una valla larga
sobre el apocolpio, | Inmediaciones dei limes, zi= zonas intectadas. Barra= 10 pm
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Lamina 5 Phaseolus plurifiorus Fig. 1-4 Variacion de la estructura en el mesocolpio, Fig. 5
Vista ecuatorial. Fig.6-9 Variacion de la estructura en el apocolpio. m=margo definido por un
cambio en la estructura, zl= zona del limes, Barra= 10 pm
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Lamina 6 Phaseolus zimapanensis Fig. 1-4 Variacion de la estructura en el mesocolpio. Fig.
5 Vista ecuatorial. Fig. 6-9 Variacion de la estructura en el apocolpio. m= margo psilado con
algunas estrias a todo su largo, mu= muros, I= inmediaciones del limes. Barra= 10 um
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Lamina 7 Cortes de exina Phaseolus leptosthachyus Fig.1-2, Phaseolus paucifiorus Fig.
3-4, Phaseolus pluriflorus Fig. 5-6, Phaseolus zimapanensis Fig. 7-8. t= tectum, est=
estructura, en= endexina, co=columelas, go= granulos orientados. Barra= 1 ym
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