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Resumen

Prockia oaxacana (Salicaceae) son arboles descritos con un sistema sexual
poligamodioico. Estudios recientes han demostrado que existen dos tipos de
individuos en las poblaciones, cada tipo de individuo con un morfo floral diferente.
Un morfo con estilo corto, évulos atrofiados y anteras, denominado morfo
masculino y un morfo con estilo largo, évulos bitégmicos con células en su interior

y anteras, denominado morfo hermafrodita.

Este trabajo se dedicé al estudio del desarrollo y la estructura del polen en ambos
morfos florales, utilizando microtecnia convencional, microscopia electronica de

barrido y acetdlisis.

Prockia oaxacana tiene 137.6124.51 estambres en el morfo masculino vy
106+24.44 en el morfo hermafrodita. Las anteras son tetrasporangiadas
bilobuladas con dehiscencia longitudinal. Cada morfo floral posee un tipo polinico
distinto: el hermafrodita tiene granos de polen de mayor tamafio (14.86£1.18 um) y
policolpados. Los granos de polen del morfo masculino miden 10.10£1.07 um en el
diametro ecuatorial y son tricolporados. El desarrollo de los granos de polen en
ambos morfos sigue un desarrollo normal hasta antes de la meiosis. A partir de
este evento, en el morfo hermafrodita, se observa un patron anémalo en el
desarrollo que termina con la produccidn de granos de polen colapsados. En el
morfo masculino el desarrollo del polen lleva a la formacién de granos de polen
con citoplasma, dos nucleos y exina bien formada. A estos granos de polen se los

ha visto germinando sobre los estigmas del morfo hermafrodita.

Con lo observado se puede decir que P. oaxacana presenta un sistema
reproductivo dimérfico y junto con los estudios realizados por Quiroz (2015) la
morfologia del gineceo y del androceo de P. oaxacana indica un sistema dioico

criptico.



Introduccioén

En las angiospermas se encuentra una gran variedad de sistemas reproductivos
qgue han sido estudiados a lo largo de los afnos y de los que han surgido muchas
preguntas importantes con respecto a su evolucion y ecologia. Un sistema
reproductivo en plantas se refiere a la forma en la cual los 6rganos sexuales
(androceo y gineceo) se posicionan tanto morfoldgica, espacial y algunas veces
temporalmente en los individuos de una poblacién. Estos sistemas reproductivos
se pueden clasificar en dos grupos: monomoérficos y polimérficos. Los sistemas
sexuales monomorficos se caracterizan por presentar individuos con flores con
expresion del sexo semejante en toda la poblacion, dichas flores pueden ser
exclusivamente bisexuales como las hermafroditas o pueden ser flores
unisexuales masculinas y femeninas o incluso flores unisexuales entremezcladas
con bisexuales como las ginomonoicas, andromonoicas y trimonoicas. En cambio,
en los sistemas sexuales polimoérficos los individuos de la poblacién presentan
flores de mas de un tipo, por lo que debe haber por lo menos dos tipos de
individuos. En los sistemas sexuales polimoérficos se puede encontrar que las
flores de los individuos son estrictamente unisexuales formando sistemas dioicos o
existir individuos bisexuales mezclados con unisexuales en una poblacion como
las androdioicas, ginodioicas, trioicas y poligamodioicas (Orozco y Vazquez,
2013).

El 90% de las angiospermas han sido descritas como hermafroditas, entre 6 y 7%
se consideran dioicas y tan solo 3 6 4% de las plantas con flor presentan sistemas
reproductivos como las ginodioicas, androdioicas y trioicas. Pese a representar tan
solo 7% de los sistemas reproductivos, la dioecia se encuentra representada en
casi la mitad de las familias de angiospermas y podria haberse originado por lo
menos en 100 ocasiones distintas a partir de ancestros hermafroditas (Barrett y
Hough, 2013).

Prockia oaxacana fue descrita como una especie poligamodioica (Jiménez et al.,
2008); sin embargo, estudios realizados por Quiroz (2015) demuestran que los

ovulos del morfo masculino se encuentran atrofiados o detenidos en las etapas
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iniciales de la formacion de tegumentos lo que sugiere que esta especie podria ser

androdioica o dioica (Quiroz, 2015).

Para determinar cual es el sistema reproductivo de P. oaxacana, es necesario
empezar por estudiar, tanto los érganos femeninos como los masculinos presentes
en los dos morfos florales, el hermafrodita y el masculino. Por tal motivo, el
proposito de este trabajo fue estudiar el desarrollo de las estructuras masculinas
en ambos morfos florales, determinando que sean estructuralmente viables, lo que

seria clave para determinar, junto con otros factores, su funcionalidad.



Antecedentes

Prockia oaxacana es una especie de la familia Salicaceae y del orden

Malphigiales.

El orden Malpighiales es monofilético y consta de 16,000 especies
aproximadamente, lo que constituye el 6% de la diversidad de angiospermas
(Davis et al., 2005). Malpighiales tuvo su origen en el Cretacico hace 114 millones
de afos y en la actualidad se reconocen 42 familias dentro del orden (Davis et al.,
2005; Korotkova et al., 2009; Wurdack y Davis, 2009). Entre estas familias se

encuentra Salicaceae.

La familia Salicaceae esta ampliamente representada con 350 especies. Son
arbustos y arboles lefiosos dioicos, que habitan principalmente en el hemisferio
norte (Fig. 1) (Leskinen y Alstom-Rapaport, 1999; Glimn-Lacy y Kaufman, 2006).
Tiene placentacién parietal, los elementos de vaso exhiben placas de perforacion
simple o escalariforme; sus peciolos son arqueados o anulares, con alas
abultadas; la filotaxia es espiralada u opuesta, la lamina de la hoja tiene estipulas,
es vernada, curvada-supervoluta o involuta; la venacion es palmada. Tiene
inflorescencias variables, con flores inconspicuas, unisexuales y/o bisexuales,
aclamideas o trimeras a hexameras. Cuando se presentan sépalos y pétalos, se
encuentran en un arreglo alterno, acompanados de bracteas y reunidos en
amentos péndulos o erectos, con nectarios extraestaminales, regularmente con
glandulas o I6bulos; anteras con linea de dehiscencia extrorsa. Son especies
entomdfilas, de color amarillo intenso y de colores mas apagados en la anemdofilas
o de color rojizo como en los amentos del género Populus; estilos separados o
fusionados; frutos en capsulas (Glimn-Lacy y Kaufman, 2006; Wurdack y Davis,
2009; Stevens, 2012).
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Figura 1. Distribucién de la familia Salicaceae. Tomado de Stevens, 2012.

Género Prockia

El género Prockia consta de seis especies: P. crucis P. Brown ex.L., P. flava H.
Karst, P. pentamera A. H. Gentry, P. costaricencis Standl, P. oaxacana J. Jiménez
Ram. et Cruz D., P. krusei J. Jiménez Ram. et Cruz D. y P. jaliscana, una nueva
especie del estado de Jalisco (datos no publicados, Jiménez y Cruz, 2015). Estas
especies se distribuyen en México, Centroamérica y Sudamérica (Fig. 2) (GBIF,
2015; Gilg, 1960; Jiménez y Cruz, 2005), ademas se caracterizan por tener hojas
alternas, glabras o con tricomas, simples, con glandulas presentes en la base de
las hojas o en el peciolo, estipulas falciformes, dentadas y grandes, e
inflorescencia en racimos. La flor es morfologicamente hermafrodita, el caliz
consiste de tres sépalos persistentes en el fruto. Los estambres son numerosos,
con anteras redondas y dehiscencia lineal. El ovario esta compuesto de 3 a 6
I6culos y las placentas estan insertas en un pseudoeje; el fruto es una baya y las

semillas son glabras (Alford, 2003; Jiménez et al., 2008; Vazquez, 2013).
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Figura 2. Distribucion del género Prockia en América. Tomado de Quiroz (2015).

Prockia oaxacana

Arboles de 3 — 6 m de alto, con corteza
exfoliante en placas, ramas con abundantes
lenticelas blancas; hojas de ovadas a elipticas,
con base redonda, apice acuminado, margen
crenado, apice de cada diente terminado en una
glandula, haz glabro y envés pubescente. Las
inflorescencias son racemosas. Las flores miden
2 cm (incluyendo pedicelo), pareadas en cada
nudo, con 3 bracteas en la base de cada par de

y ol \ : ')// z.‘—;
] Lo . Figura 3. Prockia oaxacana. Tomado de Jimenéz
amarillentos, elipticos, ciliado-pubescentes en el et al. (2008).

flores; el caliz tiene de 3 a 5 sépalos, verde-

margen, apice agudo. Los estambres amarillos,
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75 a 80, con anteras redondeadas, dehiscencia longitudinal; el ovario es
unilocular, de 0.5 mm de diametro, con 3 placentas parietales. El estilo es recto de
1 mm, el estigma ligeramente trilobulado. El fruto es una baya globosa, 4(-5.5) 3
4(-5.5) mm, negra cuando madura, con pedicelos de hasta 1.5 cm, con
articulacion de hasta 1 mm, sépalos rojos, persistentes, pétalos rojos, también
persistentes, placentas ligeras e irregularmente intrusivas, estilo persistente, de
hasta 3 mm. Las semillas son de 3 — 3.5 mm, negras, subglobosas, 4 a 7 por
baya (Fig.3). P. oaxacana fue descrita como poligamodioica dado que presenta
individuos con flores estaminadas y algunas flores pistiladas; en cambio, otros

poseen solamente flores pistiladas (Jiménez et al., 2008).

Caracteristicas embrioldgicas de la familia Salicaceae
El androceo

El androceo corresponde al tercer verticilo de una flor completa y esta constituido
por esporofilas modificadas portadoras de sacos polinicos, dentro de los cuales se
forman los granos de polen. El androceo esta formado por estambres que son

variables en numero, segun el grupo taxonomico (Ludlow, 2013).

En general los estambres, estan formados por un filamento que sostiene en el
extremo superior a la antera que es el érgano portador del polen. La antera esta
constituida por cuatro microsporangios, tejido conectivo y haz vascular; la antera
tiene dos I6bulos o tecas que estan compuestos, cada uno, por dos
microsporangios. La meiosis ocurre dentro de los microsporangios y produce
microsporas que mas tarde germinan para formar el gametofito masculino (granos
de polen) en el que se encuentran las células espermaticas (Vargas, 2011;
Ludlow, 2013).

Pared de la antera

La pared de la antera esta conformada por cuatro capas principales; la epidermis,

el endotecio, las capas medias y el tapete. Existen cuatro tipos de formacion de
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pared de antera que se han clasificado con base a los patrones de division de las
capas parietales secundarias, por lo que existen el tipo basico, el tipo

monocotiledoneo, el tipo dicotiledoneo y el tipo reducido (Davis, 1966).

Desde la superficie de la antera hacia el interior, después de la epidermis se
encuentra el endotecio. Esta capa celular es responsable de la dehiscencia de la
antera. Sus células se agrandan y desarrollan engrosamientos de lignina en sus
paredes tangenciales interiores, estos engrosamientos irradian hacia el exterior en

el momento de la maduracion de la antera (Davis, 1966; Johri et al., 1992).

En el mismo orden, después del endotecio siguen las capas medias. Estas capas
suelen almacenar nutrientes, el numero varia desde cinco a ninguna capa media.
Por lo general, se reabsorben durante el desarrollo, pero algunas pueden persistir
o desarrollar engrosamientos fibrosos como los del endotecio (Davis, 1966; Johri
et al., 1992).

El tapete, la capa mas interna, sirve como un tejido nutritivo que proporciona
metabolitos, nutrientes y precursores lipidicos de la esporopolenina para el
desarrollo del polen. Se sabe que las células tapetales transcriben genes
implicados en la biosintesis de la pared del polen, y en la secrecion de la cubierta
del polen, o trifina, que contiene flavonoides, fenolamidas, carotenoides, lipidos y

proteinas que cubren la superficie y cavidades de la exina (Jiang et al., 2013).
Microsporogénesis y microgametogénesis

La microsporogénesis es el proceso del desarrollo que lleva a la produccion de
cuatro esporas haploides a partir de un esporocito diploide por medio de la meiosis
y citocinesis. La microsporogénesis es la produccién de microsporocitos en las
plantas heterosporicas y es un paso clave en el ciclo de vida de las plantas
porque lleva a la formacién de las miscrosporas haploides que daran lugar al

gametofito masculino (Furness et al., 2002; Ma, 2005).

Existen dos patrones basicos de microsporogénesis: el simultaneo y el sucesivo.

En la microsporogénesis simultanea, después de la meiosis | no se deposita placa
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celular y los dos nucleos existen en un citoplasma comun, la meiosis Il es seguida
por una citocinesis simultanea entre los cuatro nucleos y la formacion interna de
calosa. En la microsporogénesis sucesiva, las divisiones celulares de la meiosis | y
Il son inmediatamente seguidas por la formacion del fragmoplasto y la placa
celular de calosa, formando las cuatro microsporas en tétradas que pueden ser
tétradas tetragonales, romboidales, lineares o en forma de T (Furness et al.,
2002).

No se sabe mucho de la microsporogénesis de la familia Salicaceae. Para Populus
se ha descrito una citocinesis simultanea posterior a la division nuclear. La calosa
proviene de vesiculas del tapete y las tétradas pueden ser tetraédricas,

romboidales o irregulares (Furness, 2011).

Para P. krusei se ha reportado una meiosis simultanea que forma tétradas

tetraédricas envueltas por calosa (Mayorga-Lizaola, 2013).

La microgametogénesis comienza con la liberacion de las microsporas de las
tétradas. Después de una division asimétrica del nucleo de las microsporas
haploides, se forman los gametofitos masculinos. Durante la microsporogénesis, la
microspora unicelular se divide asimétricamente para formar un grano de polen
joven con una célula vegetativa y una generatriz. El grano de polen puede

dispersarse en etapa bicelular o tricelular (Barinova et al,. 2002).
Grano de polen

En las plantas con semilla, el gametofito masculino es el grano de polen, un
organismo en extremo reducido que esta rodeado por tres capas: membrana
plasmatica, intina y exina. Las células vivas comprenden a la célula vegetativa y a
la célula generatriz, que forma a los gametos masculinos. La intina esta
compuesta por celulosa y proteinas, suele tener un espesor homogéneo (Pearsall,
2000). La exina es la capa mas externa, es una pared formada de esporopolenina
una sustancia organica que se caracteriza por su resistencia. En las angiospermas
la exina se divide en dos partes; la nexina, que es la capa interna y homogénea, y

la sexina que es la capa externa y cuyas -caracteristicas esculturadas,
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conformadas por bastones que se pueden unir para formar columelas (baculas),
se utilizan mucho para distinguir distintos grupos de plantas (Saenz, 1978; Fahn,
1982; Nadot et al., 2008).

Otra de las caracteristicas que se utilizan para distinguir distintos taxa de plantas
son la cantidad y el tipo de aperturas presentes en la pared del grano de polen.
Estas aperturas son regiones que se diferencian en forma significativa del resto de
la pared en morfologia y anatomia y que funcionan como sitio de germinacion del
tubo polinico. Existen dos tipos principales de apertura; una apertura circular es
llamada poro y una abertura elongada se llama colpo. Una combinacion del poro y

del colpo se llama colporo (Hesse et al., 2009).

Sistemas reproductivos

Un sistema reproductivo, en plantas, se refiere a la distribuciéon y forma en la cual
los dérganos sexuales (androceo y gineceo) se posicionan tanto morfoldgica,
espacial y algunas veces temporalmente en los individuos de una poblacion (Sakai
y Weller, 1999; Renner et al., 2007; Orozco y Vazquez, 2013). Prockia oaxacana
pertenece a un sistema polimérfico. En los sistemas sexuales polimérficos, los
individuos de la poblacion presentan flores de mas de un tipo, por lo menos dos
clases. En los sistemas sexuales polimérficos se puede encontrar que las flores de
los individuos son estrictamente unisexuales, formando sistemas dioicos o existir
individuos bisexuales mezclados con unisexuales en poblaciones androdioicas,

ginodioicas o trioicas (Barret, 2002; Orozco y Vazquez, 2013).

Un concepto importante en el estudio de los sistemas reproductivos es el género
funcional (Lloyd y Bawa, 1984; Hesse y Pannell, 2011) que permite cuantificar la
adecuacion de individuos o grupos para beneficiarse de la funcién masculina
(granos de polen viables, paternidad de semillas) o la femenina (produccion de
semillas). De manera tradicional, se ha usado la morfologia de la flor para

clasificar los sistemas reproductivos, pero para fines evolutivos es muy importante
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el género funcional que se basa en la adecuacion de la funcion masculina o
femenina (Delph y Wolf, 2005).

Por ejemplo, en poblaciones androdioicas, si los individuos hermafroditas
producen mucho menos polen que los masculinos, los masculinos tendran la
paternidad de la mayoria de las semillas, y muy pocas seran formadas con el
polen de las hermafroditas. Asi, el género funcional de las hermafroditas estara
altamente sesgado a las femeninas. Si las hermafroditas y los masculinos
producen cantidades similares de polen, las hermafroditas seran propensas a
formar algunas semillas, teniendo un género funcional menos sesgado al
femenino; por lo tanto, la asignacion de género y la proporcion de sexos en una
poblacién interactuan para determinar el sexo funcional (Manabe, 1996; Delph y
Wolf, 2005).

Dentro de otros sistemas reproductivos se encuentra la poligamodioecia que es un
sistema que casi no ha sido estudiado por lo que no existe un verdadero consenso
sobre su definicidon. Algunos autores consideran que el sistema poligamodioico
corresponde a poblaciones que presentan tres tipos florales: pistilados,
hermaforditas y estaminados en distintos individuos (Manabe, 1996; Machado et
al., 2006); otros consideran a una especie poligamodioica cuando presenta por lo
menos algunos individuos con flores estaminadas y flores hermafroditas, y otros
con solo flores pistiladas (Hammel y Cornejo, 2009; Valencia et al., 2012). De
acuerdo con la ultima definicién, Prockia oaxacana fue descrita como una especie
poligamodioica, pues algunos individuos tienen flores estaminadas y algunas
flores pistiladas; en cambio, otros poseen sélo flores pistiladas (Jiménez et al.,
2008). De acuerdo con lo dicho por Lloyd (1980), el sistema poligamodioico
funciona casi como un sistema dioico, en el que un individuo contribuye como
progenitor masculino, aquel que tiene flores estaminadas o hermafroditas, y otro
individuo funciona como progenitor femenino, aquel que tiene flores pistiladas. Es
por esta razdon que este sistema también ha sido considerado un sistema

subdioico.
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Los sistemas subdioicos suelen ser transicionales entre el hermafroditismo y la
dioecia y se han propuesto como sistemas reproductivos muy cercanos al
dioicismo dentro de las rutas ginodioica, donde se propaga la mutacién de
esterilidad masculina dentro de una poblacion ancestralmente hermafrodita, y la
androdioica (Manabe, 1996; Delph y Wolph, 2005; Burke et al., 2010). También se
ha mencionado como una subpoblacién resultado de una zona de hibridacion de
plantas del mismo género donde algunas poblaciones son dioicas y otras

hermafroditas (Killeen y Ruologo, 1992).

Estudios recientes, enfocados en el gineceo de P. oaxacana muestran la
posibilidad de que no se trate de una especie poligamodioica sino de una
androdioica o dioica criptica debido a la poca representatividad de flores
hermafroditas en los arboles masculinos y a que los ovulos del morfo masculino se
encuentran atrofiados o detenidos en las etapas iniciales de la formacion de

tegumentos (Quiroz, 2015).

El sistema androdioico es aquel en el que en una poblacion se pueden encontrar
tanto individuos hermafroditas como unisexuales masculinos (Bawa y Beach,
1981; Pannell, 2002a; Orozco y Vazquez, 2013). Se considera el sistema de
reproduccion mas raro por diversos motivos: las plantas masculinas pueden
invadir una poblacién hermafrodita sélo bajo la condicién de tener la produccion de
por lo menos el doble de granos de polen viables, la paternidad del doble de la
descendencia exitosa que las hermafroditas, altas tasas de entrecruza y una fuerte
depresion por endogamia (Lloyd, 1975; Charlesworth y Charlesworth, 1978;
Charlesworth, 1984). Como los individuos masculinos sélo contribuyen con polen y
no pueden contribuir con semillas a la poblacién, a diferencia de los individuos
hermafroditas que tienen tanto polen como 6vulos, sus posibilidades de dejar

descendencia son menores.

La androdioecia es considerada un sistema transitorio, tanto del hermafroditismo
hacia la dioecia (Lloyd, 1975; Charlesworth y Charlesworth, 1978; Charlesworth,
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1984; Pannell, 1997) como de la dioecia al hermafroditismo (Pannell, 2000; Wolf y
Takebayashi, 2004). Ejemplos de transicion de hermafrodita a dioica son el género
Fraxinus (Wallander, 2008) y Sagittaria lancifolia (Sarkissian et al., 2001). De la
transicion de dioica a hermafrodita se reconoce a Mercurialis annua (Durand y
Durand, 1991), Datisca glomerata (Pannell, 2002b) y Castilla elastica (Sakai,
2001).

Entre las revisiones de Pannell (2002b) y de Renner (2014), se reconocen ocho
especies androdioicas funcionales (Tabla 1), cada una de distinta familia. Aunque
la androdioecia funcional ha sido confirmada para estas especies de plantas este
sistema aun se considera poco representado y es el menos estudiado
(Charlesworth, 1984; Pannell, 2002a; Pannell, 2002b; Orozco y Vazquez, 2013).

Tabla 1. Especies androdioicas funcionales

Especie Familia Referencia

Datisca glomerata Datiscaceae Pannell (2002); Renner (2014)
Mercurialis annua Euphorbiaceae Pannell (2002); Renner (2014)
Schizopepon Cucurbitaceae Pannell (2002); Renner (2014)
bryoniaefolius

Sagittaria lancifolia Alismataceae Pannell (2002); Renner (2014)
Castilla elastica Moraceae Pannell (2002)

Spinifex littoreus Poaceae Pannell (2002)

Fraxinus ornus Oleaceae Renner (2014)

Phillyrea angustifolia Oleaceae Renner, (2014)

Sin embargo, en muchas poblaciones que por su morfologia son androdioicas, los
individuos morfolégicamente hermafroditas pueden tener flores funcionalmente
femeninas y los individuos masculinos flores funcionalmente masculinas, en esta
situacién se trata de un sistema reproductivo conocido como dioecia criptica
(Mayer y Charlesworth, 1991; Geber et al., 1999). Casi todos los estudios en los
que se ha reportado androdioecia han presentado evidencia de dioecia criptica, en
la que las flores morfolégicamente perfectas resultan ser funcionalmente
femeninas (Mayer y Charlesworth, 1991; Dunthorn, 2004).
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Hipotesis
Dado que existen dos morfos florales en Prockia oaxacana, cada uno de estos
morfos producira un tipo diferente de grano de polen.

Objetivo general

Estudiar el desarrollo de los granos de polen, asi como su estructura al momento

de la dispersién en ambos morfos florales presentes en Prockia oaxacana.

Objetivos particulares

e Conocer la micromorfologia y estructura de los granos de polen.
e Describir el desarrollo de la pared de las anteras.

e Describir la microsporogénesis y la microgametogénesis.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

Se ubica a P. oaxacana en la region mixteca del estado de Oaxaca, México. Se
distribuye de los 1480 a los 2050 m de altitud, en bosque de Quercus, bosque de
Pinus—Quercus, bosque de Quercus—Juniperus, selva baja caducifolia y bosque
mixto de Quercus. Florece de junio a agosto y fructifica de julio a septiembre, a

principios de la temporada lluviosa (Jiménez et al., 2008).

La localidad exacta en la que se realizaron las colectas fue en la carretera
Cristébal Coldn, kildmetro 24.3, coordenadas N17.71542 W97.663448 y N
17.71434 W97.66198 (Fig. 4). Se realizaron tres visitas en el afio 2013: la primera
a inicios de junio, la segunda a finales de junio y la tercera a inicios de agosto. En

esta ultima visita se colect6 el material con el que se trabajé.
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En el aino 2014, se realizaron otras tres visitas: la 1a durante la tercera semana de
junio, en la 2a la primera semana de julio y la 32 y ultima en la primera semana de

agosto.

En 2015 se visito los sitios en dos ocasiones: en la segunda semana de junio,

cuando se colecté material con el que se trabajo, y en la primera semana de julio.

Localidades de estudio

X ' -
J
21u ajuapam de'l®
Barrancagl H

A
Barranca.2
h

Localidades de estudio

‘Barramca 2

. Barranca'l ‘

\
=

300 m

igura 4. Fotografias satelitales del sitio de estudio.
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Trabajo en campo

En la primera visita que se realizé en 2013 se encontré soélo un individuo en flor,
de este individuo se colecté material y se fijo en FAA (Formaldehido, acido acético
glacial, alcohol etilico 96% y agua destilada, 1:5:0.5:3.5), se le consideré un morfo
masculino. En la segunda visita se encontré al mismo individuo en flor y a los
demas, en ambas localidades, con numerosos brotes de hojas pero sin flor. En la

tercera visita se encontraron todos los individuos en flor.

Se realizé un marcaje de los individuos en ambas localidades y se colecté material
de todos los individuos hermafroditas y de algunos masculinos, el cual se fij6 en

FAA para su posterior analisis en el laboratorio.

En 2014 se realizaron otras tres visitas, no se encontraron flores en ninguna y sélo
en la tercera visita se encontraron frutos inmaduros en cantidades muy reducidas.
Las otras dos visitas se utilizaron para marcaje e identificacion de nuevos
individuos dentro de las dos localidades, llegando a 32 individuos en la localidad

uno y 16 en la localidad dos (Tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Sexado de individuos de la barranca 1.

Localidad Namero De Morfo: Masculino
individuo (M) Hermafrodita (H)
1 1 M
1 2 2
1 3 H
1 a M
1 5 H
1 6 M
1 7 H
1 ] M
1 g H
1 10 M
1 11 H
1 12 M
1 13 H
1 14 M
1 15 H
1 16 H
1 17 H
1 18 H
1 21 H
1 2 H
1 29 H
1 30 H
1 31 H
Total= 32 M=7 H=15

Tabla 3. Sexado de individuos de la Barranca 2.

Nimero de Morfo: Masculino (M)

Localidad individuo Hermafrodita (H)
2 1 M
2 2 M
2 3 M
2 4 M
2 5 H
2 6 H
2 7 H
2 8 M
2 9 H
2 10 M
2 11 H
2 12 H
2 13 H
Total= 13 M=6 H=7

Nota: Solamente se colocé en
individuos que fue posible sexar.

las tablas a

los
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Trabajo en laboratorio

Microscopia electrénica de barrido. Las muestras se deshidrataron en una serie
gradual de etanoles (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%), después se desecaron
a punto critico con CO,. Se cubrieron las muestras con oro con el fin de hacerlas
conductoras y que no se perdieran los detalles de las superficies; esto se hace
adhiriendo la muestra a un portaobjetos metalico por medio de pegamento

conductor que contiene carbon (Vazquez-Nin y Echeverria, 2000).

Se observaron flores en antesis de ambos morfos florales cortadas
longitudinalmente y botones florales de la etapa 5, préximos a antesis, o en
antesis, pero con las anteras cerradas, aplastadas para la observacién de la

micromorfologia de los granos de polen de ambos morfos.

Inclusion en LR White. Se seleccionaron cinco botones de los grupos 1, 2, 3,4y 5
del material fijado, se deshidrataron gradualmente hasta etanol 95% por una hora
en cada cambio y dos cambios de 12 h en etanol absoluto. Las muestras se
infiltraron en mezclas de LR White-Etanol absoluto en proporciones 25%-75%,
50%-50% y 75%-25% y se hicieron dos cambios de 2 h en LR White puro. Se
incluyé el material en capsulas de gelatina y se polimerizé a 56 °C por 12 h. Se

cort6 con ultramicrotomo con navajas de vidrio (Lopez et al., 2005).

Se incluyeron flores en antesis y botones florales en diferentes estados de
maduracién en LR White. En forma posterior, se obtuvieron cortes histoldgicos y

se tifleron con azul de toluidina al 1%.

Acetdlisis. Se disectaron las anteras de flores en antesis y se maceraron en seco.
Se agrego el doble de una mezcla acetdlica (Anhidrido acético-acido sulfurico, 9:1)
y se mantuvieron a 65 °C en bano maria, con agitacién constante, durante 8
minutos y medio, en el caso de los individuos hermafroditas y 10 en el de los

individuos masculinos.
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Pasado el tiempo se detuvo la reaccidn acetodlica con acido aceético glacial, se
centrifugd y decantd, descartando el sobrenadante. Se volvié a afadir acido
acético dos veces. La cantidad del sedimento obtenido se centrifugd, decanté y
descartd el sobrenadante de nuevo. Se repiti6 una vez mas el proceso
sustituyendo el acido acético con agua destilada y finalmente se tamiz6 el
contenido y se colocé en un portaobjetos para observar la ornamentacion y

estructura de los granos de polen (modificado de Erdtman, 1966; Dafni, 1992).

Se analizaron 33 granos de polen acetolizados por morfo y se midieron los
siguientes parametros: largo del eje polar y ecuatorial en vista ecuatorial, tipo de
aberturas, numero de aberturas. Asimismo, se determin6 la forma, tamafo vy
patrén de ornamentacion de la exina siguiendo la terminologia de Erdtman (1966)
y de Punt et al. (2007).

Se tomaron las fotomicrografias de las inclusiones en LR White y la acetdlisis en
un fotomicroscopio Olympus Provis AX-70 utilizando microscopia de campo claro y

contraste de fases.
El analisis estadistico se realizé mediante el programa R Project 3.2.3. Se realiz6

la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. De presentar normalidad se efectud una

prueba de t de Student y de lo contrario se realizdé una prueba de Wilcoxon.
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Figura 3. Diagrama de flujo que sintetiza la metodologia utilizada.



Resultados

Observaciones en campo

Los arboles de P. oaxacana son facilmente
distinguibles por su corteza exfoliante (Fig. 5).

Los morfos se clasifican en hermafroditas vy
masculinos. El morfo considerado hermafrodita es
aquel en el que el gineceo es conspicuo, normalmente
sobresaliendo entre las anteras (Quiroz, 2015) (Fig. 6).
El morfo masculino tiene un gineceo muy pequenio,

nunca sobresale entre las anteras (Fig. 7) y siempre

es mas pequeio que el gineceo presente en las flores Figura 5. Corteza exfoliante de P.

. oaxacana
hermafroditas.

Figura 6. Flor en antesis del morfo hermafrodita de P.oaxacana. a) flor en antesis, la flecha sefiala
el gineceo conspicuo. b) flor en antesis al Microscopio Electrénico de Barrido, gineceo conspicuo.
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observa el gineceo. b) botdn floral, la flecha sefiala el gineceo por debajo de la linea de las anteras

Observaciones al microscopio estereoscopico

Se midieron 30 botones de 10 individuos diferentes, 5 del morfo hermafrodita y 5
del morfo masculino, de P. oaxacana para formar etapas. Debido a los tamafios
encontrados, se consideraron cinco etapas para los botones masculinos y seis
etapas de botones hermafroditas. Para los botones masculinos se considero de 1
a 1.9 mm como etapa uno, 2 a 2.9 mm como etapa dos, de 3 a 3.9 mm como
etapa tres, de 4 a 4.9 mm como etapa cuatro, de 5 a 5.9 mm como etapa cinco.
Para los botones hermafroditas de 2 a 2.8 mm como etapa uno, 3 a 3.9 como
etapa dos, 4 a 4.9 como etapa tres, 5 a 5.9 mm como etapa cuatro, de 6 a 6.9 mm

como etapa cinco y de 7 a 7.9 mm como etapa seis.

Conteo del nimero de estambres

Se contd el numero de estambres en cinco flores de doce individuos diferentes,
seis del morfo masculino y seis del morfo hermafrodita. EI androceo del morfo
masculino presenta una mayor cantidad de estambres que el morfo hermafrodita
(p<0.0001). El androceo del morfo masculino tiene 137.6+24.51 estambres y el

promedio de estambres del morfo hermafrodita es 106+24.44.
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Descripcién del grano de polen

Mediante acetdlisis y por medio de microfotografias tomadas por microscopia

electronica de barrido se describieron los distintos morfos polinicos.

Los granos de polen se obtuvieron de anteras pertenecientes a botones florales
proximos a la antesis, teniendo cuidado de trabajar las anteras masculinas
separadas de las hermafroditas, con el propdsito de asegurar que no hubiera una

mezcla de polen.

Los granos de polen del morfo masculino se liberan en moénadas (Figs 8a y 8b).
Son tricolporados (Figs. 8c, 8d y 9), cada poro esta cubierto por un opérculo (Fig.
8f). La ornamentacidon de la abertura es microverrugada y la exina es
microrreticulada, subtectada, heterobrocada en toda su superficie y psilada hacia

la abertura (Figs. 8e y 8f).
El porcentaje de formas (radio diametro polar/diametro ecuatorial) es: 6%

subprolato, 28% prolato-esferoidal, 38% oblato-esferoidal, 19% suboblato y 9%

euoblato (Fig. 10). La polaridad es isopolar y la simetria radiosimétrica.
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Figura 8. Micromorfologia de los granos de polen del morfo masculino de P. oaxacana. a) y b) Foto

panoramica c) Polen triaperturado en vista polar d) Polen triaperturado en vista meridional e)
Acercamiento a la exina microrreticulada f) Acercamiento a la apertura microverrugada y al opérculo.
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Figura 9. Micromorfologia de los granos de polen del morfo masculino de P. oaxacana. a) Ornamentacion
microrreticulada en vista polar y b) Colporos del grano de polen en vista polar c) Ornamentacién de grano

de polen en vista ecuatorial d) Colporo en vista ecuatorial.

subprolato
6%

Figura 10. Porcentaje de formas (radio diametro polar/didmetro ecuatorial).
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Los granos de polen del morfo hermafrodita se liberan en ménadas (Fig. 11a).
Debido a que los colpos confluyen en distintos puntos de la pared del grano de
polen, resulté imposible determinar la cantidad de colpos, los cuales se estimaron
entre cinco y nueve (Fig. 11b). Tampoco fue posible determinar las caras polar y
ecuatorial. El polen se consideré apolar por que no se puede determinar la
orientacion espacial de la microspora por medio de las aberturas observadas, por
lo mismo los granos de polen del morfo hermafrodita se consideran amorfos. Son

policolpados con exina microrreticulada (menor a 1 ym) (Figs. 11c, 11d y 12).

ICMYL
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| 2 i e -
Figura 11. Micromorfologia de los granos de polen del morfo hermafrodita de P. oaxacana. a) Foto
panoramica. b) y c) Polen poliaperturado con colpos confluyendo. d) Acercamiento a la exina
microrreticulada e) Corte 6ptico del contorno del grano de polen. f) Colpo y ornamentacion
microrreticulada.
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Figura 12. Micromorfologia de los granos de polen del morfo hermafrodita de P. oaxacana. a) Colpo
y ornamentacidn microrreticulada. b) Corte éptico del contorno del grano de polen. c) y d) granos de
polen poliaperturados.
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En el estigma de la flor en antesis, del morfo hermafrodita (Fig. 13a), se puede
observar una gran cantidad de granos de polen tanto del morfo hermafrodita como

del morfo masculino. También se pueden observar tubos polinicos emergiendo de

los granos de polen tricolporados del morfo masculino (Figs. 13b y 13c).

ICMYL

Figura 13. Acercamiento al estigma de la flor en antesis del morfo hermafrodita. a) Estigma lleno de polen b)
y ¢) Tubos polinicos emergiendo de los granos de polen del morfo masculino.

Tamarfio de los granos de polen

Se analizaron 33 granos de polen acetolizados por morfo. Los granos de polen del
morfo masculino miden 9.41+0.72 pym en el diametro polar y 10.10£1.07 ym de
diametro ecuatorial por lo que se consideran granos de polen muy pequefios
(Hesse et al.,, 2009). La exina en estos granos de polen tiene un grosor de
0.86+0.14 pm.
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Para el morfo hermafrodita los granos de polen se midieron tomando el diametro
mayor, que fue en promedio 14.86+1.18 um de diametro por lo que caben dentro
de la categoria de granos de polen pequeios (Hesse et al., 2009). La exina tiene
un grosor de 1.094£0.24 pym.

El diametro del grano de polen poliaperturado de las flores hermafroditas es mayor
que el diametro de mayor longitud de los granos de polen del morfo masculino t=-
18.05 (70.29) p<0.0001 (Fig. 14).

La exina del morfo hermafrodita tiene un mayor espesor que la exina del morfo

masculino (p<0.0001).

Figura 14. Microfotografia del estigma de flor en antesis . a) y b) Granos de polen del morfo hermafrodita y

del morfo masculino.

Desarrollo de la pared de la antera del morfo masculino

En los botones florales se encuentran las anteras tetraporangiadas en las que se
observa, durante la etapa meidtica de las células madres de las microsporas,
cuatro capas celulares concéntricas comenzando desde el exterior al interior con
la epidermis (Fig. 15a). Después se encuentran las células del endotecio que
tienen el diametro periclinal mayor que el anticlinal, con nucleo, vacuolas y

citoplasma evidentes. La siguiente capa esta conformada por la capa media
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biestratificada cuyas células son alargadas y aplanadas, con nucleos conspicuos.
La ultima capa es la que esta en contacto con los meiocitos, la forman las células
tapetales que poseen nucleos conspicuos y citoplasma denso. El tapete es de tipo
secretor considerando que su permanencia es hasta etapas tardias del desarrollo
(Fig. 15b).

En la etapa de microsporas libres el endotecio se observa con poco contenido. La
capa media es efimera y comienza a degenerar. Los nucleos del tapete aumentan
de tamafo y numero (en promedio 2 nucleos por célula), el citoplasma es mucho
mas denso (Figs. 15¢c y 15d), aumenta la sintesis de los precursores de la pared
de exina (esporopolenina y pollenkit) lo que genera la secrecion de los cuerpos de
Ubish que son evidentes en la cara interna de las células tapetales. Estos cuerpos
salen al I6culo, rodean y se adosan a las microsporas (Fig. 15c). Hacia el final de

esta etapa el tapete comienza a degenerar.

Para la etapa en la que los granos de polen ya estan maduros, la pared de la
antera presenta tan solo tres capas. El endotecio, al alcanzar la madurez acumula
depdsitos con los que desarrolla engrosamientos en forma de U que facilitaran la
dispersion de los granos de polen. Las células de la capa media han degenerado
por completo y ya no se observan. Del tapete tan sélo se observa la membrana

tapetal en la periferia del I6culo de la antera (Fig. 15e).

En las flores en antesis el septo que separa los dos microsporangios de una teca
se rompe y une a los dos microsporangios formando uno solo. La zona del
estomio, que es la regién por la cual se abre la antera, se adelgaza y se rompe. Al
final del desarrollo de la antera, su pared soélo esta constituida por una capa

epidérmica y el endotecio (Fig. 15f).
Microsporogénesis y microgametogénesis del morfo masculino

En los botones florales de las flores masculinas en la etapa de células madre de la

microspora (CMM) la antera presenta drusas de cerca de 8 um en el tejido
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conectivo (Fig. 15a). Durante la microsporogénesis, el tejido espordégeno se
convierte en CMM. Las células madre de la microspora atraviesan la meiosis | en
la que se puede observar la profase |, en la que se ve claramente el nucléolo y la
heterocromatina que se acumula en la periferia (Fig. 15b). En seguida ocurre la
meiosis Il que da lugar a tétradas rodeadas por una densa capa de calosa. Al final
de la meiosis se forman cuatro microsporas haploides rodeadas de calosa.
Cuando se desintegra la pared de calosa debido a la accién de la calaza liberada
por el tapete, la exina se comienza a sintetizar alrededor de cada microspora para

terminar la formacion de las microsporas libres y uninucleadas (Figs. 15c y 15d).

En etapas posteriores, se puede observar al grano de polen unicelular y en su
interior una gran vacuola que hace que el nucleo migre hacia la periferia (Fig.
16a). Posteriormente, por divisidn mitotica, el nucleo del grano de polen sufre
mitosis sin citocinesis y da origen a dos células que se diferencian en la célula
vegetativa y la célula generatriz (Fig.16b). No se observan las células

espermaticas.

Los granos de polen maduros tienen tres aberturas colporadas bien formadas,

rodeadas por la pared del grano de polen (Fig. 16b).
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Figura 15. Microsporogénesis y microgametogénesis del morfo masculino de P. oaxacana. a) Tejido conectivo rodeando al tejido

vascular, antera tetrasporangiada en etapa de células madre de la microspora. b) Pared de la antera joven formada por epidermis,
endotecio, capa media biestratificada y tapete secretor. Células madre de la microspora en division meiotica(l) c)Pared de la antera
secretando cuerpos de Ubish, tapete binucleado. d) Pared de la antera con tapete secretando cuerpos de Ubish con esporopolenina 'y
granos de polen jévenes, uninucleados. e) Pared de la antera formada por epidermis, endotecio engrosado y membrana tapetal.
Granos de polen maduros, con opérculos cubriendo los poros. f) Antera madura con dehiscencia longitudinal. Pared de la antera
formada por epidermis y endotecio. CM, Capa media; CMM, célula madre de la microspora; CU, Cuerpos de Ubisch; En, Endotecio; Ep,
Epidermis; Es, Estomio; Gp, Grano de polen; Microsp, Microsporangio; N, Nucleo; S, Septo; T. Co., Tejido conectivo; T. Va., Tejido
vascular; Ta, Tapete secretor.
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Figura 16. Microgametogénesis del morfo masculino de P. oaxacana. a) Grano de polen con un nucleo

excéntrico. b) Grano de polen binucleado, triaperturado CF. A, Aperturas; Cg, Célula generatriz; Cv, Célula
vegetativa; Gp, Grano de polen; N, Nucleo.
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Desarrollo de la pared de la antera del morfo hermafrodita

En los botones florales se encuentran las anteras tetraporangiadas en las que se
observa, durante la etapa meidtica de las células madres de las microsporas,
cuatro capas celulares concéntricas desde la parte superior de la antera al interior
comenzando con la epidermis; a lo largo del desarrollo de la antera las células
epidérmicas presentan ornamentacion en la cuticula. Después se encuentran las
células del endotecio cuyas células son rectangulares, con vacuolas de gran
tamano y nucleos evidentes. La siguiente capa esta conformada por la capa media
biestratificada, sus células son alargadas y aplanadas, con nucleos conspicuos. La
ultima capa es la que esta en contacto con los meiocitos, la forman las células
tapetales que poseen nucleos conspicuos, citoplasma denso y vacuolas grandes.
El tapete es tipo secretor puesto que su protoplasma se mantiene in situ, a pesar

de la degeneracion de las paredes (Figs. 17ay 17b).

Durante la etapa de microsporas libres, los nucleos del tapete aumentan de
tamafo y numero (2 nucleos por célula) y el citoplasma es mucho mas denso. En
esta misma etapa el tapete comienza a degenerar, pero la degradacion no es
homogénea, aun se pueden apreciar células tapetales binucleadas junto con
granos de polen maduros e incluso hay esporangios en los que s6lo se observa la

membrana tapetal en la periferia del I6culo de la antera (Figs. 18a y 18b).

En la etapa de granos de polen maduros la pared de la antera presenta sélo tres
capas. El endotecio al alcanzar la madurez acumula depédsitos con los que
desarrolla engrosamientos en forma de U que facilitaran la dispersién de los
granos de polen. Las células de la capa media han degenerado por completo y ya
no se observan en esta etapa. Del tapete se observa sélo la membrana tapetal
(Fig. 17e).

En las flores en antesis el septo que separa los dos microsporangios de una teca

se rompe y une a los dos microsporangios formando uno solo. La zona del
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estomio es la region por la cual se abre la antera, se adelgaza y se rompe (Fig.
17f).

Microgametogénesis y microsporogénesis del morfo hermafrodita

La antera es tetrasporangiada, presenta tejido vascular rodeado por tejido
conectivo y drusas (Figs. 17a).

Durante la microsporogénesis del morfo hermafrodita el tejido esporégeno se
convierte en células madre de la microspora (CMM). Las CMM atraviesan la
meiosis |, en particular en la profase | en la que se puede observar al nucléolo y la
heterocromatina acumulandose en la periferia (Fig. 17b). En seguida ocurre la
meiosis Il que da lugar a tétradas rodeadas por una densa capa de calosa. Al final
de la meiosis se forman cuatro microsporas haploides rodeadas de una capa de
calosa y posteriormente se observa otra capa con un grosor andémalo que
permanece rodeando a las microsporas. Las microsporas se observan con el
citoplasma muy concentrado y reducido. Cabe resaltar que pese al engrosamiento
anomalo en torno a los granos de polen el tapete aparece binucleado y funcional
(Fig. 17c). Este deterioro de los granos de polen es altamente especifico, es decir
que los tejidos vasculares y epidérmicos de las anteras no presentan ninguna

anormalidad visible (Fig. 17d).

En la siguiente etapa se observan las microsporas libres, con una pared de exina

gruesa y con poco contenido citoplasmatico (Figs. 17e y 17f).

Los granos de polen maduro son policolpados, no tienen el opérculo y presentan

el citoplasma colapsado (Fig. 18).
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Figura 17. Microsporogénesis y microgametogénesis del morfo hermafrodita de P. oaxacana. a) Tejido conectivo rodeando al tejido
vascular, antera tetrasporangiada en etapa de células madre de la microspora. b) Pared de la antera joven formada por epidermis,
endotecio, capa media biestratificada y tapete secretor. Células madre de la microspora en division meiotica(l) c) Pared de la antera con

cuatro capas y tapete binucleado. d) Células madre de la microspora con engrosamientos andmalos. e) Pared de la antera formada por
epidermis, endotecio engrosado y membrana tapetal. Granos de polen sin relleno citoplasmatico, poliaperturados f) Antera madura con
septo degradado. CM, Capa media; CMM, célula madre de la microspora; En, Endotecio; Ep, Epidermis; Gp, Grano de polen; Microsp,
Microsporangio; N, Nucleo; S, Septo; T. Co., Tejido conectivo; T. Va., Tejido vascular; Ta, Tapete secretor.
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Figura 18. Granos de polen del morfo hermafrodita de P. oaxacana. a y b) Grano poliaperturado con
citoplasma reducido o ausente. c) grano de polen con pared de exina gruesa. d), e) y f) grano de polen con
citoplasma colapsado A, Aperturas; CM, Capa media; CU, Cuerpos de ubish; En, Endotecio; Ep, Epidermis; Gp,
Grano de polen; GpsC, Grano de polen sin citoplasma; Ta, Tapete.

Microsporangios degenerativos en el morfo hermafrodita

En algunas anteras del morfo hermafrodita existen algunos microsporangios
degenerados. Estos microsporangios siguen un desarrollo normal hasta la
aparicion de las paredes mas engrosadas de lo normal y dentro de una misma
antera se pueden encontrar algunos microsporangios con granos de polen
abortivos y otros microsporangios con granos de polen sin citoplasma.
Morfolégicamente, los estambres que contienen estos microsporangios se

observan iguales a los estambres del morfo masculino (Fig. 19a).

En la pared de estos microsporangios, en la etapa de granos de polen maduros
solo se observo la epidermis y el endotecio que en ningun momento del desarrollo

presentd engrosamientos (Fig. 19).
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En estos microsporangios, los granos de polen se pueden observar deformados,
sin protoplasto y con la pared de exina mas gruesa del promedio observado o

incluso colapsados conformados tan solo por la pared de exina (Figs. 19b y 19c).
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Figura 19. Microsporangios degenerativos de P. oaxacana. a) Anteras con microsporangios degenerativos. b)

y c) microsporangio con granos de polen en estado abortivo. En, Endotecio; Ep, Epidermis; Gp, Grano de
polen; Gpa, Grano de polen abortivo; T. Co, Tejido conectivo; T. Va, Tejido vascular.
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Discusién

Los estudios de microsporogénesis y microgametogenesis realizados en los
botones y las flores de P. oaxacana revelaron que existe dimorfismo polinico. Los
granos de polen tricolporados se encuentran en las anteras de las flores del morfo
masculino y granos de polen policolpados en las anteras de las flores del morfo
hermafrodita. Los granos de polen policolpados presentan el citoplasma colapsado
y engrosamientos andmalos se observan alrededor de los granos de polen

jovenes, recién liberados de la tétrada de microsporas.

El polen en Salicaceae se reporta principalmente como triaberturado. Para el
género Salix son granos triaperturados, principalmente tricolpados vy tricolporados,
aunque también se han encontrado reportes de tricolporoidados, la ornamentacién
reticulada y la forma de esferoidal a subprolata (Nufiez y Ludlow-Wiechers, 1998;
Qureshi et al., 2007; Babayi et al., 2012; Celemli, 2012). En el género Populus se
han reportado granos de polen inaperturados y microverrugados (Nufiez y Ludlow-
Wiechers, 1998; Martinez y Gonzalez, 2002). Los granos de polen poliaperturados
no han sido reportados en ningun miembro de esta familia fuera del género
Prockia (Moar, 1993; Mayorga-Lizaloa, 2013; MOBOT, 2015; Roldan, 2015).

Prockia krusei tiene dos morfos florales: uno hermafrodita y uno masculino,
habiendo presencia de polen triaperturado en el morfo masculino y granos de
polen poliaperturados y triaperturados en el morfo hermafrodita (Mayorga-Lizaloa,
2013; Roldan, 2015). En ambas especies de Prockia, la ornamentacion de la exina
es microrreticulada, los granos de polen son esféricos y se liberan en mdnadas.
En el morfo masculino, hay opérculos sobre los poros que son una porcidon
engrosada de sexina, mas o menos circular, que cubre la apertura de los poros y
que esta aislada del resto por una estrecha zona en la que esta completamente
ausente (Walker y Doyle, 1975 y Saenz,2004).

Sin embargo, también existen diferencias entre ambas especies, P. krusei y P

oaxacana. Roldan (2015) describe para el morfo masculino de P. krusei tres tipos
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de granos de polen: uno tricolpado, otro tricolporado y otro tricolporoidado,
mientras en P. oaxacana soOlo se observan granos de polen tricolpados. Otra
diferencia es la forma, para P. krusei que es prolata y en P. oaxacana de
subprolata a euoblata. Para el morfo hermafrodita de P. krusei se han descrito
granos de polen triaperturados y pericolpados, a diferencia de P. oaxacana donde
en las anteras del morfo hermafrodita se observaron exclusivamente granos de

polen poliaperturados.

La morfologia del grano de polen del morfo hermafrodita de P. oaxacana resultd
dificil de describir, se lo denomind policolpado de acuerdo con los términos
establecidos por Hesse et al. (2009). Sin embargo, los colpos son poco profundos
y convergen unos con otros, por lo que se pensé en denominarlos
pseudocolpados. Un pseudocolpo es un colpo que se encuentra en granos de
polen heteroaperturados, es poco profundo y se considera no funcional (Scotland
et al., 1990). Como los granos de polen del morfo hermafrodita de P. oaxacana no
son heteroaperturados, no se utilizé este término. Debido a las caracteristicas de
los —dpos”, surge la duda sobre la capacidad de germinacién de este tipo de

polen.

En el tamano del polen de P. oaxacana también se encontraron diferencias,
mientras los granos de polen del morfo masculino pertenecen a la categoria de
tamafo de granos de polen muy pequefos (<10 um) (Nufez y Ludlow-Wiechers,
1998; Hesse et al.,, 2009), los granos de polen del morfo hermafrodita se
encuentran en la categoria de granos de polen pequenos (10-25 ym). En la familia
Salicaceae, en particular para los dos géneros mas estudiados, Salix y Populus, el
tamafo de los granos de polen suele encontrarse en las categorias de pequefo o
mediano (Nufiez y Ludlow-Wiechers, 1998; Martinez y Gonzalez, 2002; Qureshi et
al., 2007; Babayi et al., 2012; Celemli, 2012) e incluso dentro del género Prockia
los tamanos reportados para P. krusei son mayores que los reportados para P.
oaxacana, siendo de la categoria de pequeio el polen triaperturado y mediano el

polen poliaperturado (Roldan, 2015). Vale la pena resaltar que, al igual que en P.
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oaxacana, los granos de polen poliaperturados pertenecen a una categoria de

mayor tamafno que los granos de polen triaperturados.

Para P. oaxacana el grosor de la exina en ambos morfos polinicos también resultd
significativamente distinto siendo mayor el grosor de la exina en los granos de
polen del morfo hermafrodita. Ambas medidas caben dentro de la medida de 1 ym
reportada previamente para la familia y el género.

Tabla 4. Comparacion del grano de polen del morfo masculino de P. krusei (Roldan, 2015) con el de P. oaxacana.

P. krusei P. oaxacana
Apertura Trlcolpa.ndos, trlc.olporados y Tricolpados
tricolporoidados
Ornamentacion Microrreticulados Microrreticulados
Forma Prolato Subprolato a euoblato
Eje polar 20.22 £1.87 um 9.41 £0.72 um
Eje ecuatorial 15.28 £ 1.62 um 10.10 £ 1.07 um
Exina 1.79£0.37 um 0.86 +0.14 pm
Opérculo Si (Llamado tapdn de pollenkit) Si

Tabla 5. Comparacion del grano de polen del morfo hermafrodita de P. krusei (Roldan, 2015) con el de P. oaxacana.

P. krusei P. oaxacana
Apertura Tricolpados y pericolpados Policolpados
Ornamentacion Microrreticulados Microrreticulados
Forma Amorfo Amorfo
Didmetro 32.04 +3.62 um 14.86 £ 1.18 um
Exina 3.28 £ 0.54 um 1.09£0.24 um
Opérculo No No

Nota: No existen medidas de los ejes polar y ecuatorial del grano tricolpado de P. krusei

El dimorfismo polinico se ha reportado para otros grupos de plantas como el
género dioico Vitis (V. aestivalis, V. coignetiae, V. riparia, V. vinifera), donde el

grano de polen de los individuos femeninos carece de aperturas de germinacion,
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mientras el polen masculino es tricolporado (Kevan et al., 1988; Kimura et al.,
1997; Gallardo et al., 2009).

Otros grupos en los que se observa el dimorfismo polinico son las plantas dioicas
cripticas en las que es comun un aspecto androdioico, pero muestran diferencias
en la estructura del polen entre las flores masculinas y las aparentes
hermafroditas. Esto queda ejemplificado en los géneros Mammea y Dombeya y en
la especie Actinidia polygama (Humeau et al., 1999; Dunthorn, 2004; Kawagoe y
Suzuki, 2004). En Mammea, al igual que en P. oaxacana, se observa un morfo
hermafrodita y un morfo masculino. En el morfo hermafrodita, los granos de polen
son inaperturados con indentaciones en la pared del polen y en el morfo masculino
los granos de polen son tricolporados (Dunthorn, 2004). En Dombeya Humeau et
al. (1999) se reporta un gradiente de dioecia criptica que va desde granos de

polen no viables a anteras no dehiscentes.

Al igual que en P. oaxacana, P. krusei presenta dimorfismo polinico, pero ademas
presenta heteromorfismo polinico, es decir, la produccion en un mismo individuo
de mas de un morfo viable de polen que se diferencia por las aperturas (Dajoz,

1999) situacion que no se observa en la especie estudiada en este trabajo.

En la pared de las anteras de P. oaxacana, tanto del morfo masculino como del
hermafrodita, se observan las caracteristicas reportadas previamente para la
familia Salicaceae y para el género Prockia (Johri et al., 1992; Mayorga-Lizaloa,
2013).

La presencia de drusas, ornamentacién y cristales en la pared de la antera no han
sido reportadas previamente en la especie y podrian ser de importancia
taxondmica, como en el caso de Steganotaenia (Liu et al., 2007). En cuanto a la
presencia de drusas de oxalato de calcio son muy comunes y se han reportado en

al menos 215 familias de plantas (McNair, 1932).
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En el morfo hermafrodita de P. oaxacana, se observan engrosamientos andémalos
en torno a las células madres de la microspora, es posible que estos
engrosamientos estén formados por calosa (Fig. 17d). Este tipo de estructuras han
sido reportadas previamente para especies que presentan esterilidad masculina
citoplasmatica; (Frankel, 1969; Laser y Lersten, 1972). Izhar y Frankel (1971)
realizaron un estudio con granos de polen de Petunia en el que demostraron que
la sincronizacién de la actividad de la calasa es critica durante Ila
microsporogénesis; su liberacion temprana (en la esterilidad masculina
citoplasmatica) o su liberacion tardia (tanto en la esterilidad masculina
citoplasmatica como en la esterilidad masculina genética) pueden resultar fatales
para los granos de polen en desarrollo. La degradacion de la calosa vy la liberacion
de la calasa dependen del tapete, capa de la antera la cual suele estar relacionada
con las anormalidades en el desarrollo de los granos de polen (Gillman et al.,
2009). Sin embargo, en P. oaxacana el comportamiento del tapete es
morfoldgicamente semejante en los morfos masculino y hermafrodita (Figs. 15c y
17c).

Es necesario determinar la naturaleza quimica de los engrosamientos mediante
pruebas especificas, y si éstos fueran de calosa, como se sospecha, la prueba de

azul de anilina y miscroscopia de fluorescencia seria conveniente.

Se ha reportado que los granos de polen pericolpados de P. krusei, que de
manera semejante a P. oaxacana solo se encuentran presentes en el morfo
hermafrodita, presentan un 64% de viabilidad segun la prueba de Alexander. Los
granos de polen sin citoplasma y la aborcion de los mismos en algunas anteras
del morfo hermafrodita no se han observado en P. krusei ni en otras especies del

género Prockia.

En el morfo masculino, los granos de polen son binucleados en el momento de la
dispersion, como fue descrito previamente para la familia y el género (Johri et al.,
1992; Mayorga-Lizaloa, 2013).
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Quiroz (2015), demostrdé que los évulos del morfo masculino de P. oaxacana se
encuentran atrofiados o detenidos en las etapas iniciales de la formacion de los
tegumentos. Esta informacién, junto con la presencia de anteras bien formadas en
el morfo hermafrodita y considerando las semejanzas morfologicas existentes
entre P. oaxacana y P. krusei podrian llevar a pensar que P. oaxacana presenta
un sistema sexual androdioico. Sin embargo, el citoplasma colapsado y los
engrosamientos andmalos que se observaron en los granos de polen del morfo
hermafrodita llevaron a que se consideraran no viables. Siendo asi, P. oaxacana
no tendria un sistema reproductivo poligamodioico como fue descrito, ni
androdioico como su morfologia podria indicar, sino un sistema dioico criptico,

como propuso Quiroz (2015) y se confirma en este trabajo.

Muchas especies que han sido descritas como androdioicas en funcién de su
morfologia, resultaron ser funcionalmente dioicas cripticas (Charlesworth, 1984).
Este sistema reproductivo se caracteriza por que los taxa tienen apariencia
androdioica, pero muestran diferencias en la estructura del polen entre las flores

masculinas y las aparentemente hermafroditas (Mayer and Charlesworth, 1991).

Las flores morfologicamente hermafroditas son, por lo tanto, funcionalmente
femeninas. Esta condicion ha sido reportada en numerosos casos como los
géneros Mammea (Dunthorn, 2004), Solanum (Anderson y Symon, 1989),
Dombeya (Humeau et al., 1999) y el clado -madagasikaroide” de Malpighiaceae
(Davis, 2002).

Con respecto a los frutos que se llegan a observar en el morfo masculino, Humeau
et al. (1999), observaron frutos en individuos masculinos de especies con dioecia
criptica del genero Dombeya. Estos frutos se relacionaron con la presencia de
ovulos y estilo remanentes en las flores masculinas, que en ocasiones pueden

resultar en frutos.
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Para confirmar la dioecia criptica, es necesario hacer diferentes pruebas con los
granos de polen. La prueba mas directa seria conocer la capacidad de
germinacion del polen in vivo o in vitro (Kearns e Inouye, 1993). Esto se intentd en
P. oaxacana; sin embargo, dadas las condiciones de la especie (dificultad para
alcanzar las flores, rapida deshidratacion de las mismas, etc.), en las que se

realizaron las pruebas no se obtuvieron resultados.

Hay dos posibles motivos para la retencion de los estambres y los granos de polen
no funcionales en las flores femeninas: a) Existe la hipotesis que la dioecia criptica
es un paso intermedio en la evolucién de las flores hermafroditas a las flores
dioicas convencionales, en las cuales ya no se encuentran los estambres o se
encuentran muy reducidos. La retencion de los estambres, y por lo tanto de los
recursos que se les asigna, en las flores femeninas, tendria su explicacion en que
no ha pasado suficiente tiempo evolutivo para perder los estambres o porque

existen limitaciones genéticas (Dunthorn, 2004).

b) El segundo motivo posible para la retencién de los estambres involucra a la
polinizacién y ha sido llamado —a hipétesis del polinizador” (Mayer y Charlesworth,
1991). Esta hipdtesis dice que cuando no existen otras recompensas para el
polinizador, ademas del polen, las flores femeninas deben conservar los
estambres y los granos de polen para atraer la atencién de sus polinizadores
(Anderson y Symon, 1989; Willson, 1991).

Otras pruebas sugeridas para demostrar la probable dioecia criptica en P.
oaxacana son: buscar recompensas distintas al polen, como es el néctar y
remover artificialmente los estambres de las flores femeninas. Estas pruebas
también permitiran entender el motivo de retencion del androceo en el morfo
funcionalmente femenino de esta especie y conocer los efectos de los estambres

en la atraccion de los polinizadores.
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Conclusiones

Prockia oaxacana posee dos morfos polinicos diferentes: el morfo tricolporado
corresponde exclusivamente a las anteras de las flores masculinas y el

policolpado a las anteras de las flores del morfo hermafrodita.

La microsporogénesis y microgametogénesis en el morfo masculino ocurren de

manera normal y de manera semejante a la del morfo masculino de P. krusei.

La microgametogénesis en el morfo hermafrodita de P. oaxacana ocurre de
manera normal hasta la meiosis, etapa en la que ocurren engrosamientos
anomalos alrededor del grano de polen joven que causan que el citoplasma se

colapse.

Dentro de las anteras del morfo hermafrodita de P. oaxacana existen

microsporangios abortivos.

Considerando los estudios realizados por Quiroz (2015) y el actual, la morfologia

de P. oaxacana indica un sistema dioico criptico.
Es necesario comprobar la viabilidad de los granos de polen por medio de pruebas

de germinacion y la funcion de los estambres para atraer polinizadores de P.

oaxacana, para poder llamarla, con toda seguridad, una especie dioica criptica.
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