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R������. Los bosques de Polylepis (Familia: Rosaceae), originarios de los Andes, son considerados como 
uno de los ecosistemas boscosos más amenazados. A lo largo de su historia evolutiva se evidenciaron varios 
episodios de poliploidía que impactaron en sus procesos de especiación. Las estructuras celulares como el 
polen y células oclusivas se encuentran muy influenciadas por la cantidad de genes presentes en cada especie, 
por lo que representa un método indirecto para determinar el grado de ploidía. En este estudio se analizó la 
relación del tamaño del grano de polen y la longitud de las células oclusivas con el tamaño del genoma y el 
número cromosómico, además de la viabilidad polínica de Polylepis incana, P. pauta, P. microphylla, P. racemosa 
y P. sericea recolectadas en los páramos andinos del Ecuador. Se fotografiaron granos de polen y estomas con 
un aumento de 400X y se midió su longitud en micrómetros con el programa ImageJ 1.49v. Para determinar 
la viabilidad del polen se utilizó una técnica de tinción. Los resultados muestran que existe una correlación 
positiva que varía de R2=0.32 a R2=0.65 entre las variables empleadas, según la especie, por lo cual sirven para 
analizar indirectamente la poliploidía. Estos datos son relevantes para el manejo y la conservación de Polylepis en 
Ecuador, ya que permiten identificar de antemano, rápida y económicamente potenciales citotipos e individuos 
híbridos a lo largo de los Andes ecuatorianos. Además, abre la posibilidad tanto de utilizar estos datos en 
estudios de cambio climático como para determinar parentales en proyectos de reforestación y restauración.

[Palabras clave: Andes, análisis morfológico, células oclusivas, ploidía, microgameto]

A�������. Measurement of stomata and pollen as an indirect indicator of polyploidy in the genus Polylepis 
(Rosaceae) in Ecuador. Polylepis forests (Family: Rosaceae) are originated in the Andes and are considered one 
of the most threatened forest ecosystems. Throughout their evolutionary history, they have shown several 
episodes of polyploidy affecting their process of speciation. Cellular structures such as pollen and guard cells 
are highly influenced by the number of genes in each species, representing an indirect method to determine 
the degree of ploidy. In this study, the relationship of pollen grain size and the length of the guard cells were 
analyzed with genome size and chromosome number, in addition to the pollen viability of Polylepis incana, 
P. pauta, P. microphylla, P. racemosa y P. sericea collected from the Andean highlands of Ecuador. Stomata and 
pollen grains were photographed at 400X magnification and their length was measured in micrometers using 
ImageJ program 1.49v. Staining technique was used to determine the viability of the pollen. The results show 
a positive correlation that varies from R2=0.32 a R2=0.65 between the variables used depending of the species; 
therefore, it serves as an indirect analysis method for polyploidy. These data are important for the management 
and conservation of Polylepis in Ecuador, allowing prior identification of potential hybrid individuals and 
cytotypes along the Ecuadorian Andes in a quick and inexpensive fashion. Additionally, it opens the possibility 
of use this data in studies of climate change, as well as the determination of parental in reforestation and 
restoration projects.
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 Sección Especial     

I�����������
Dentro de los géneros más representativos 

de la flora sudamericana se encuentra 
Polylepis, un conjunto de árboles y arbustos 
leñosos pertenecientes a la familia Rosaceae, 
que se encuentran distribuidos en sistemas 
altoandinos desde Venezuela hasta la 
Argentina en un rango altitudinal entre 3500 
y 5000 m s. n. m. (Kessler 2006), mientras que 
P. australis, desde los 900 m s. n. m. (Renison 
et al. 2013). En Ecuador se han descrito 8 de 

las 28 especies (Schmidt-Lebuhn et al. 2010; 
Segovia-Salcedo et al. en este número), una 
especie introducida P. racemosa, y 7 nativas 
(P. sericea, P. incana, P. weberbaueri, P. pauta, 
P. microphylla, P. reticulata y P. lanuginosa), 
de las cuales P. lanuginosa es endémica. Los 
bosques de Polylepis cumplen varias funciones; 
una de ellas es regular la temperatura interna 
del ecosistema, lo que permite el desarrollo 
de una flora y fauna diversa (mucha de ella 
endémica). Esto los convierte en sistemas 
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biológicos singulares de los Andes (Simpson 
1986; Kessler 2006; Mendoza and Cano 
2011).

Estos ecosistemas boscosos sufrieron una 
presión antropogénica notable en los últimos 
siglos, lo cual determinó la destrucción de 
más de 95% de su rango de distribución 
original (Kessler 2006). Esto generó una gran 
preocupación y, en el ámbito científico, la 
producción de varios estudios en diferentes 
áreas (e.g., la construcción de modelos 
potenciales de distribución y estado de 
conservación en la Argentina [Renison et al. 
2013], el efecto del fuego sobre la producción 
de semillas y el crecimiento en Córdoba, 
Argentina [Renison et al. 2002], o el efecto 
de la ganadería y la quema, que erosionan el 
suelo e influyen sobre la baja viabilidad de 
semillas [Renison et al. 2004]). Sin embargo, 
todavía hay mucho por estudiar, en especial 
su biología básica, que nos ayudará a entender 
su historia natural. Este conocimiento puede 
ser aplicado a iniciativas de conservación y 
manejo del género Polylepis.

Dentro de la genética, una de las áreas 
con poca información es la poliploidía. La 
poliploidía es el estado de poseer tres o más 
juegos o sets completos de cromosomas 
(Leitch and Bennett 1997). Se determinó 
que los organismos poliploides surgen a 
partir de la hibridación de individuos de 
diferentes poblaciones de una misma especie 
o por hibridación interespecífica, fenómenos 
conocidos como autoploidía y aloploidía, 
respectivamente (Wendel 2015). Los datos 
genómicos de plantas constatan múltiples 
eventos de duplicación del genoma completo. 
Así, la poliploidía representa un mecanismo 
evolutivo clave en el proceso de especiación, 
en particular en angiospermas (Soltis et al. 
2015; Wendel 2015). Algunas estimaciones 
sostienen que hasta 70% de las plantas con 
flores tienen un origen poliploide (Soltis et 
al. 2015) y que las especies poliploides son 
más frecuentes en altas latitudes y altitudes 
(Alcántar 2014; Soltis et al. 2015). Análisis 
filogenéticos sugieren que el género Polylepis 
surgió a partir de la poliploidización del 
género Acaena y que existen eventos antiguos 
y recientes de alopoliploidización en la tribu 
Sanguisorbeae (Kerr 2004; Kessler 2006). 
Los procesos evolutivos que se dieron en el 
género Polylepis son atribuidos a la hibridación 
entre especies, conforme las poblaciones se 
aproximan debido al crecimiento geográfico 
de los bosques y a la reubicación de las 
poblaciones como consecuencia de las 

actividades humanas (Kessler and Schmidt-
Lebuhn 2005; Quija et al. 2010). 

La subfamilia Rosoideae, que incluye 
al género Polylepis, posee un número 
cromosómico base de X=7 (Longhi et al. 2014). 
Resultados de citometría de flujo de algunas 
especies de Polylepis sugieren que se pueden 
catalogar en grupos diploides, tetraploides 
y octoploides (Schmidt-Lebuhn et al. 2010), 
donde la abundante heterogeneidad genética 
se puede generar por el nivel de poliploidía 
entre especies que se encuentran relacionadas 
estrechamente (Liu et al. 2010). En Ecuador se 
registró hibridación en especies de Polylepis 
(Romoleroux 1996), sobre todo en las especies 
que no están aisladas geográficamente 
(simpátricas) (Villota 2012), de acuerdo con 
los estudios morfológicos (Mendoza and Cano 
2011).

Estas circunstancias dificultan la 
determinación del número cromosómico. 
Además, el conteo directo por técnicas 
citogenéticas se ve afectado por el reducido 
tamaño de los cromosomas (Simpson 1979; 
Schmidt-Lebuhn et al. 2010). Recién en el 
año 2010, un estudio determinó el número 
cromosómico para las especies ecuatorianas 
(Quija et al. 2010), lo cual demuestra que es 
un trabajo arduo y tedioso. Estos datos son 
fundamentales no sólo desde el punto de vista 
evolutivo, sino también para los intentos de 
conservación y manejo (Villota 2012), ya 
que se puede incurrir en una reforestación 
inapropiada mediante la introducción de 
especies exóticas que alteran el ecosistema 
altoandino nativo (Segovia-Salcedo 2011). 
Dentro de este contexto, se exploraron otras 
formas de determinar la poliploidía para 
facilitar su análisis. 

Como parámetros morfométricos de 
ploidía se encuentran el tamaño del polen 
y la longitud de las células guardianas 
estomáticas, u oclusivas. El tamaño de las 
células está vinculado con la cantidad de 
ADN y, a su vez, con el número cromosómico. 
Por lo tanto, el estudio de la extensión de las 
células guardianas u oclusivas del estoma y 
el diámetro de polen permite una estimación 
del nivel de ploidía (Masterson 1994; Yang 
et al. 2015). La morfología del polen es una 
característica conservada de las especies, 
y permite establecer relaciones evolutivas 
dentro de la familia Rosaceae (Hebda and 
Chinnappa 1994). La viabilidad del polen 
se vincula con el éxito reproductivo y con 
el rendimiento del fruto (Jorgensen and 
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León-Yánez 1999; Chaturvedi et al. 2016). 
Los estudios palinológicos en Polylepis se 
centraron en determinar su distribución 
dentro del contexto histórico, con escaso 
énfasis en su evolución y sus adaptaciones. 
El polen del género Polylepis es mónada, con 
una forma isopolar, relativamente esférico, 
tricolporado, pontoperculado y achatado 
ligeramente en los polos; la exina presenta 
un patrón microequinato (Simpson 1979; 
Simpson 1986; Chung et al. 2010). Por otro 
lado, las células oclusivas de los estomas 
se encuentran en su mayoría en el envés de 
hojas. Los estomas regulan de forma eficiente 
el ingreso de CO2 y la pérdida de vapor de 
agua (Berry et al. 2010; Vargas 2011) y están 
relacionados con procesos fisiológicos clave 
como el balance hídrico (Mishra 1997; Vatén 
and Bergmann 2012). Los estomas de Polylepis 
están adaptados a los cambios ambientales; 
para mantener la humedad se ubican en 
criptas con cavidades subestomáticas anchas 
(Colmenares et al. 2005). En la presente 
investigación se utilizaron muestras de 
colecciones anteriores correspondientes a 
proyectos enfocados en Polylepis incana, P. 
pauta, P. microphylla, P. racemosa y P. sericea, 
especies registradas en las provincias de 
Pichincha y Chimborazo, para obtener datos 
morfométricos y responder la pregunta ¿es 
posible inferir el nivel de ploidía de especies 
de Polylepis mediante una relación del número 
cromosómico y el tamaño del genoma con 
datos morfométricos de células guardianas 
estomáticas o granos de polen? Además, 
también se buscó describir la estructura 
morfológica de los aparatos estomáticos y los 
granos de polen utilizando SEM y microscopía 
con focal, y, finalmente, reportar los primeros 
registros en el país sobre viabilidad de polen 
para las especies antes mencionadas.

M��������� � M������

Área de estudio
Las muestras de flores y hojas se colectaron 

en la región andina de Ecuador. Las de P. 
incana se colectaron camino al Parque Nacional 
Illinizas (00°12’8.56’’ S - 68°40’24.65’’ O); las de 
P. pauta se colectaron de la Población 1, camino 
a Oyacachi (00°07’01.7’’ S - 78°07’05.3’’ O); las 
de P. microphylla, cerca de Achupallas (02°16’ S 
- 78°44’ O); las de P. racemosa, de la Población 
2, en la carretera Quito-Baeza, en Papallacta 
(0°20’35.3’’ S - 78°12’05.2’’ O), y las de P. sericea 
se colectaron en la Reserva Privada Yanacocha 
(00°08’03.2’’ S - 78°35’17.9’’ O).

Análisis de Morfometría
Microscopía óptica de células guardianas 

de estomas. Se siguió el protocolo establecido 
por Schmidt-Lebuhn et al. (2010) con las 
siguientes modificaciones: se colectaron 
hojas de 10 individuos de cada población. Se 
escogieron 3 folíolos por cada individuo de 
cada población. En el caso de las especies con 
exceso de tricomas (P. pauta, P. racemosa y P. 
sericea) se eliminaron con bisturí los tricomas 
del envés de las hojas. Cada foliolo fue fijado 
por su envés a un portaobjetos con pegamento 
de cianoacrilato. Se eliminó el haz del folíolo 
hasta evidenciar el tejido epidérmico de la 
parte superficial del envés, se aplicó acetona 
para eliminar el remanente de clorofila, se 
fotografiaron diez células oclusivas por folíolo 
con un aumento de 400X con el microscopio 
óptico Olympus BX41. Se midió su longitud 
en micrómetros empleando el programa 
ImageJ 1.49v. Posteriormente, con los datos 
obtenidos se realizaron análisis estadísticos y 
correlaciones empleando el software RStudio 
3.2.3.

Microscopía óptica para granos de polen. Se 
siguió el protocolo de Ramírez et al. (2013) con 
las siguientes modificaciones: se colectaron 
muestras de flores de individuos de P. incana, 
P. pauta, P. microphylla, P. racemosa y P. sericea 
de diferentes poblaciones. Para la solución de 
polen se seleccionaron los botones colectados 
que estuvieran más frescos. Se  sumergió en 
agua destilada y luego se agitó en un vortex 
durante un minuto. Para la solución de 
tinción se colocaron limaduras de hierro en 
un matraz y se mantuvo en ebullición durante 
4 minutos. A continuación, se adicionaron 25 
mL de ácido acético disuelto en 30 mL de agua 
destilada, se añadió 1 g de carmín por 100 mL 
de disolución, se continuó con la ebullición 
durante 1 minuto y se filtró repitiendo el 
proceso hasta que la solución estuvo libre 
de limaduras de hierro, para ser almacenado 
en un gotero.  Se  sumergió un pincel en la 
solución con polen, revolviendo para evitar 
su sedimentación y se impregnó sobre un 
portaobjetos. Luego se depositó una gota 
de la solución de colorante acetocarmín al 
1% preparada anteriormente sobre el polen 
impregnado, se agitó sutilmente y se esperó 
~15 minutos para su absorción. Se colocó un 
cubreobjetos y se procedió a la observación y 
toma de fotografías en el microscopio óptico 
Olympus BX41 a 400X por cada muestra de 
polen. Para el recuento se realizaron dos 
preparaciones por especie con el polen recién 
colectado. Se procedió a la medición del 
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diámetro axial y ecuatorial en μm de los granos 
de polen de las especies encontradas por cada 
población, con las herramientas de medición 
del programa ImageJ 1.49v y se realizaron 
análisis estadísticos con los datos obtenidos, 
utilizando el programa RStudio 3.2.3.

Datos genómicos y número cromosómico
El tamaño del genoma y el número 

cromosómico de las especies P. incana, P. 
pauta, P. microphylla, P. racemosa y P. sericea 
fueron obtenidos de estudios anteriores 
(Segovia-Salcedo 2014; Segovia-Salcedo and 
Quijia-Lamina 2014). 

Análisis de morfología
Microscopía electrónica (SEM) para células 

guardianas de estomas. Se siguió el protocolo 
de Palanyandy et al. (2013) con las siguientes 
modificaciones: se procedió a colocar hojas 
secas de P. incana, P. pauta, P. microphylla, P. 
racemosa y P. sericea en tubos Eppendorf y se 
prefijaron con 250 µL de 4% de glutaraldehído 
en tampón cacodilato de sodio 0.1 M (pH 6.8) 
a temperatura ambiente durante 2 horas. 
Después se retiró el fijador de cada tubo 
y se enjuagaron las muestras con tampón 
cacodilato de sodio 0.1 M (pH 6.8) tres veces 
durante 3 minutos cada vez. Se realizó una 
deshidratación gradual con una serie creciente 
de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 99%), las 
4 primeras por 15 minutos y las dos últimas 
por 30 minutos. Para el secado, la muestra se 
colocó en un tubo Eppendorf 250 µL de HDMS 
por 15 minutos. Las muestras se dejaron 
secar durante toda la noche en un desecador 
colocado dentro de una cabina extractora de 
gases. Al día siguiente, las muestras fueron 
colocadas sobre cinta doble faz de carbono, 
luego se introdujo la muestra en un evaporador 
Quorum durante 1 minuto con 20 nm de oro 
y se observó cada muestra en el microscopio 
electrónico TESCAM MIRA3.

Microscopía electrónica (SEM) para granos 
de polen. Se realizó un proceso modificado 
de fijación y deshidratación establecido por 
Guerra and Debut (2012). Se tomó el polen de 
las anteras secas y se lo colocó en una caja Petri 
con glutaraldehído al 3% por 60 minutos. Para 
la deshidratación se utilizaron concentraciones 
crecientes de etanol (50%, 70%, 90%, 95% y 
99%), cada una durante 20 minutos. Luego, 
se dejó secar las muestras en una estufa 
durante 48 horas a 70 °C. Para la observación 
se seleccionaron tres granos de polen de cada 
especie y se colocaron sobre cinta doble faz 

de carbono. Luego se introdujo la muestra en 
un evaporador Quorum durante 1 minuto con 
20 nm de oro y se observó cada muestra en 
el microscopio electrónico TESCAM MIRA3 
a 5 kV.

Microscopía de fluorescencia para granos 
de polen. Se seleccionaron los estambres de 
las flores en condiciones óptimas (estructuras 
completas y sin presencia de agentes 
contaminantes) y se cortaron los filamentos 
conservando las anteras. La placa se limpió con 
alcohol 70%, sin topar el centro; con una pinza 
se colocó sobre un portaobjetos y se adicionó 
una gota de glicerina. Se procedió a remover, 
quedando impregnada completamente la 
antera. A continuación, se cubrió la muestra 
con un cubreobjetos con presión durante 1 
minuto para que la muestra se distribuya por 
toda el área del cubreobjetos. Se esperó unos 
minutos y se procedió a su observación en el 
microscopio de fluorescencia Olympus IX53 
Reflected con el objetivo de 40X y se tomaron 
fotografías de cada muestra de polen.

Análisis de viabilidad de polen 
La viabilidad de polen se estimó considerando 

los granos de polen redondeados y coloreados 
de rojo como viables y los constreñidos como 
no viables, de acuerdo con Stone et al. (1995), 
Lagos et al. (2005) y Srinivasan and Gaur 
(2012). Se contabilizó el número de granos 
de polen viables e inviables y se calculó el 
porcentaje de viabilidad.

Datos de variables ambientales
Se realizaron correlaciones entre variables 

ambientales (e.g., altitud y temperatura) y los 
datos morfométricos obtenidos de estomas y 
de granos de polen. Para ello, se utilizaron 
registros del Ministerio de Ambiente del 
Ecuador y del Instituto Geográfico Militar 
(2016).

R���������

Datos morfométricos de células guardianas y 
granos de polen

La longitud media de las células guardianas 
de las cinco especies de Polylepis varía entre 
9.71±0.46 y 21.70±3.76 µm. Los valores del 
diámetro axial del polen fluctúan entre 
26.17±0.38 y 44.28±0.38 µm. El valor mínimo 
del diámetro ecuatorial fue 23.36±0.28 µm, y el 
máximo fue 41.02±0.32 µm (Tabla 1). Los datos 
del número cromosómico y del tamaño del 
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genoma se obtuvieron de estudios anteriores 
(Segovia-Salcedo 2014; Segovia-Salcedo and 
Quijia-Lamina 2014). 

La mayor longitud de las células oclusivas de 
los estomas a 400X se observó en la población 
de Papallacta de P. racemosa (Figura 1e). El 
máximo valor del diámetro del polen axial 
y ecuatorial se visualizó a 40X y 4X en la 
población de Oyacachi de P. pauta (Figura 
3 d-e). Por otro lado, los mínimos valores 
de longitud de las células oclusivas de los 
estomas, diámetro de polen axial y ecuatorial 
se observó en la población de P. incana (Figura 
1d) (Figura 3a). 

Existe una diferencia aproximada de 4 µm 
entre la longitud de las células oclusivas de 

Especie Población
Longitud 

de estomas 
(µm)

 

Diámetro del polen 
Viabilidad 
del polen 

Número 
cromosómico 

(2n)

Nivel de 
ploidía (X)

Tamaño 
del genoma 

(pg)
Axial 
(µm)

Ecuatorial 
(µm)

P. incana Illinizas 9.71±0.46 26.17±0.38 23.36±0.28 0.64 38 5X 1.60±0.14

P. pauta Oyacachi 14.43±2.49 44.28±0.38 41.02±0.32 0.92 72 10X 3.37±0.18

Papallacta 12.23±1.85 34.78±0.33 31.55±0.33 0.88 72 10X 3.20±0.04

P. microphylla Achupallas 10.73±1.88 36.29±0.31 32.50±0.24 0.98 78 11X 2.03±0.21

P. racemosa Papallacta 21.70±3.76 39.16±0.57 35.65±0.40 0.77 80 11X 3.81±1.00

Oyacachi 17.61±2.36 34.05±0.45 30.12±0.40 0.76 80 11X 4.56±0.11

P. sericea Yanacocha 14.09±2.27 39.12±0.91 35.81±1.01 0.60 82 12X 3.40±0.09

Tabla 1. Medias de los valores medidos y viabilidad del polen de cinco especies de Polylepis Ruiz and Pav. (Sanguisorbeae, 
Rosaceae) de diferentes poblaciones de Ecuador.
Table 1. Mean values measured and pollen viability of five species of Polylepis Ruiz and Pav. (Sanguisorbeae, Rosaceae) 
from different populations in Ecuador.

los estomas de dos poblaciones de P. racemosa. 
A pesar de tener un número cromosómico 
similar, también se observa que difieren los 
diámetros axiales y ecuatoriales de granos de 
polen en ~10 µm de dos poblaciones de P. pauta 
con el mismo número cromosómico.

Relación de datos morfométricos y parámetros de 
ploidía 

Para el análisis como método indirecto 
de ploidía se correlacionaron las variables 
morfométricas como longitud de estomas y 
diámetros de polen (axial y ecuatorial) con 
el número cromosómico y el tamaño del 
genoma (Figura 5) (Segovia-Salcedo 2014; 
Segovia-Salcedo and Quijia-Lamina 2014). 
Se evidenciaron correlaciones positivas 

Figura 1. a) Estomas de Polylepis microphylla, población camino a Achupallas. b) Estomas de Polylepis pauta, población 
Oyacachi. c) Estomas de Polylepis sericea, población Yanacocha. d) Estomas de Polylepis incana, población Illinizas. e) 
Estomas de Polylepis racemosa, población Papallacta.
Figure 1. a) Stomata of Polylepis microphylla, population way to Achupallas. b) Stomata of Polylepis pauta, population 
Oyacachi. c) Stomata of Polylepis sericea, population Yanacocha. d) Stomata of Polylepis incana, population Illinizas. e) 
Stomata of Polylepis racemosa, population Papallacta.
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Especie Población
Temperatura

(°C)
Altitud

(m s. n. m.)
Longitud de 

estomas (µm)

         Diámetro de polen

Axial
(µm)

Ecuatorial 
(µm)

P. incana Illinizas 0-24 3940 9.71±0.46 26.17±0.38 23.36±0.28
P. pauta Oyacachi 5-25 3190 14.43±2.49 44.28±0.38 41.02±0.32
P. microphylla Achupallas 6-24 3340 10.73±1.88 36.29±0.31 32.5±0.24
P. racemosa Papallacta 5-25 3190 21.70±3.76 39.16±0.57 35.65±0.40
P. sericea Yanacocha 6-17 3200 14.09±2.27 39.12±0.91 35.81±1.01

Datos de variables ambientales obtenidos del Ministerio de Ambiente del Ecuador y del Instituto Geográfi co Militar (2016).

Tabla 2. Variables ambientales de los sitios de muestreo y medias de los valores medidos de cinco especies de Polylepis 
Ruiz and Pav. (Sanguisorbeae, Rosaceae) de Ecuador.
Table 2. Environmental variables of sampling places and mean values measured of five species of Polylepis Ruiz and 
Pav. (Sanguisorbeae, Rosaceae) in Ecuador.

Figura 2. Fotografías con SEM. a) Estomas de Polylepis sericea. b) 
Estomas de Polylepis racemosa. c) Estomas de Polylepis pauta. d) 
Estomas de Polylepis microphylla. e) Estomas de Polylepis incana. 
f) Polen de Polylepis sericea. g) Polen de Polylepis racemosa. h) 
Polen de Polylepis pauta. i) Polen de Polylepis microphylla. j) Polen 
de Polylepis incana.
Figure 2. Photograps with SEM. a) Stomata of Polylepis sericea. 
b) Stomata of Polylepis racemosa. c) Stomata of Polylepis pauta. 
d) Stomata of Polylepis microphylla. e) Pollen of Polylepis sericea. 
f) Stomata of Polylepis incana. g) Pollen of Polylepis racemosa. 
h) Pollen of Polylepis pauta. i) Pollen of Polylepis microphylla. j) 
Pollen of Polylepis incana.
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Figura 3. Fotografías en microscopía de fluorescencia. a) Polen de Polylepis incana, población Illinizas. b) Polen de 
Polylepis microphylla, población camino a Achupallas. c) Polen de Polylepis sericea, población Yanacocha. d, e, f) Polen 
de Polylepis pauta, población Oyacachi.
Figure 3. Photographs in fluorescence microscopy. a) Pollen of Polylepis incana, population Illinizas. b) Pollen of 
Polylepis microphylla, population way to Achupallas. c) Pollen of Polylepis sericea, population Yanacocha. d, e, f) Pollen 
of Polylepis pauta, population Oyacachi.

Figura 4. Fotografías en microscopía de campo claro. a) Estructura de polen no viable de P. racemosa. Población Oyacachi. 
b) Estructura de polen viable de P. racemosa. Población Oyacachi.
Figure 4. Photographs in light field microscopy. a) Non-viable pollen structure of P. racemosa. Population Oyacachi. 
b) Structure of viable pollen of P. racemosa. Population Oyacachi.

entre la longitud de los estomas y el número 
cromosómico (R2=0.32) y entre la longitud de 
los estomas y el tamaño del genoma (R2=0.65). 
Se correlacionó el diámetro axial del polen con 
el diámetro ecuatorial (R2=0.97), el diámetro 
axial del polen con el número cromosómico 
(R2=0.53) y el diámetro axial del polen con 
el tamaño del genoma (R2=0.24). También 
se encontraron correlaciones entre el 
diámetro ecuatorial del polen con el número 
cromosómico (R2=0.48) y entre el diámetro 

ecuatorial del polen y el tamaño del genoma 
(R2=0.21).

Relación de datos morfométricos y variables 
ambientales 

También se incluyeron datos ambientales 
(altitud y variación de temperatura) para 
realizar correlaciones con el tamaño de las 
células guardianas y polen (Tabla 2). Se obtuvo 
una relación inversamente proporcional entre 
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Figura 5. Coeficientes R2 de la longitud de las células oclusivas del estoma y del diámetro del polen axial y ecuatorial 
con el número cromosómico y el tamaño del genoma.
Figure 5. Coefficients R2 of the length of the guard cells from the stoma, axial and equatorial diameter pollen with 
chromosome number and genome size.

la altitud y la longitud de estomas (R=-0.63), 
altitud con el diámetro polen axial (R=-0.95) 
y ecuatorial (R=-0.93) de todas las especies 
analizadas. También se relacionó la variación 
de la temperatura y la longitud de estomas 
(R=-0.11), la variación de la temperatura 
con el diámetro de polen axial (R=-0.47) y 
ecuatorial (R=-0.46). P. incana fue la especie que 
demostró que a mayor altitud y variación de 
temperatura, menores longitudes de estomas 
y diámetro de polen.

Datos morfológicos de células guardianas y 
granos de polen

Los estomas del género Polylepis son 
dispersos. Se encuentran bajo el nivel de la 
epidermis, es decir, están hundidos, dentro 
de criptas (Colmenares et al. 2005; Schmidt-
Lebuhn et al. 2010) (Figura 2 a-b-c-d). Además, 
los estomas no poseen células subsidiarias 
(amonocíticos), característica propia de la 
familia Rosaceae (Metcalfe and Chalk 1965). 
Las criptas estomáticas no son notorias en las 
microfotografías realizadas con microscopio 
óptico debido a que la imagen obtenida del 
tejido está en dos dimensiones. Sin embargo, 
mediante el microscopio electrónico de 
barrido SEM se obtuvo una evidencia 
fehaciente de las criptas en todas las especies 

analizadas. Las criptas estomáticas no son 
generales para la familia Rosaceae. Aunque 
presentes en varias especies, son más bien 
adaptaciones a las condiciones climáticas. Es 
por eso que dentro de un mismo género de 
Polylepis se pueden encontrar especies en las 
que los estomas están sobre, al mismo nivel 
o bajo la epidermis (Thair and Thair 2009). 
Se caracterizó a las hojas del género como 
hipoestomáticas (Colmenares et al. 2005). 
La superficie abaxial, además, está cubierta 
de tricomas tectores y artefactos adicionales 
(Metcalfe and Chalk 1965; Colmenares et al. 
2005); su cantidad y longitud varían en cada 
especie.

Las hojas de P. incana están cubiertas por 
tricomas cortos, enrollados, irregulares y 
multicelulares por el envés, mezclados con 
un exudado resinoso. Por esta razón, no fue 
satisfactorio obtener imágenes en microscopia 
electrónica (SEM) (Figura 2e).

Las fotografías en microscopia electrónica 
de barrido (SEM) evidenciaron que los 
granos de polen de las especies analizadas son 
mónadas, de tamaño relativamente mediano 
(axial=26.17-44.28 µm; ecuatorial=23.36-41.02 
µm). P. incana es la especie con el grano de 
polen más pequeño y P. pauta, la del tamaño 
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más grande. La forma del polen es esférica, 
con isometría ecuatorial y mónada en 4 de las 5 
especies (Figura 2 f-g-h-i), en concordancia con 
lo observado por Schmidt-Lebuhn et al. (2010). 
La especie P. sericea (Figura 2e) presentó una 
forma esferoide irregular, con aperturas 
menos prominentes, y presencia de ciertas 
esporas fúngicas en su superficie. Todas las 
especies son tricolporadas y distribuidas 
isométricamente. Los poros (colpi) son 
prominentes y esferoides, con una apertura 
elongada, tal y como lo menciona Chung et 
al. (2010). En todas las especies, el patrón de 
la superficie externa, denominado exina, es 
microequinado. Las verrugas son generalmente 
pronunciadas y se distribuyen uniformemente 
a lo largo de la superficie. Las fotografías en 
microscopia con focal evidenciaron que los 
granos de polen presentan fluorescencia 
propia. Además, poseen una forma esférica, 
y, según la posición de las aperturas del polen, 
son del tipo tricolporado (Figura 3).

Análisis de viabilidad
Se consideró que el polen es viable cuando 

se torna completamente de color rojo. Caso 
contrario, el polen es no viable (Figura 4). De 
las cinco especies analizadas, P. microphylla 
tiene mayor viabilidad, con un valor de 98%, 
mientras que P. sericea presenta una menor 
viabilidad (60%) (Tabla 1).

D��������
En los últimos años se descubrió que 

existen varios citotipos en las especies de 
Polylepis (Segovia-Salcedo 2014; Segovia-
Salcedo and Quijia-Lamina 2014). Estas 
diferencias pueden deberse a procesos de 
evolución cromosómica, así como respuestas 
ecofisiólogicas a la intensidad de la luz y al 
estrés hídrico (Reigosa 2001). Definir la ploidía 
de un organismo es clave para procesos de 
restauración y reforestación. Sin embargo, 
no siempre se cuenta con los implementos 
técnicos más adecuados para diferenciar entre 
individuos o poblaciones. Las mediciones 
morfométricas de estomas y granos de polen 
en el género Polylepis pueden dar indicios de 
estas variaciones.

Los datos obtenidos en la presente 
investigación en poblaciones ecuatorianas 
de P. incana, P. pauta, P. microphylla, P. 
racemosa y P. sericea muestran un incremento 
en la longitud de las células oclusivas de los 
estomas y en el diámetro del polen conforme 
aumenta el tamaño del genoma y el número 
cromosómico. Esto evidencia que el número 

cromosómico y el tamaño del genoma 
influyen sobre características fenotípicas. Los 
resultados presentan una relación directa 
a medida que aumenta la ploidía, y se ha 
documentado que el incremento del nivel 
de ploidía trae consecuencias morfológicas 
y fisiológicas como cambios en la regulación 
metabólica (Otto and Whitton 2000; Mable 
2004a; Alcántar 2014) y en la relación de los 
componentes celulares (Comai 2005). La 
consecuencia más evidente de una ploidía 
alta es el aumento de volumen celular, que, 
a su vez, determina alteraciones en el radio 
superficie-volumen (Otto and Whitton 2000; 
Mable 2004a; Alcántar 2014). Las dimensiones 
de estomas, polen y, en general, la envergadura 
de los órganos es mayor si aumenta el número 
de cromosomas (Otto and Whitton 2000; 
Oliveira et al. 2004) debido a que el tamaño 
celular tiene correlación con la cantidad de 
ADN (Masterson 1994; Mable 2004b). Estudios 
previos demostraron que la longitud de los 
estomas es un indicador exitoso de poliploidía 
en Trifolium pratense, T. repens (Evans 1955), 
Medicago sativa (Speckmann et al. 1965) y en 
Acacia mearnsii (Beck et al. 2003).

Se observaron variaciones en la longitud 
de las células oclusivas de los estomas entre 
individuos del mismo nivel de ploidía y 
especie, en especial en las poblaciones de 
P. racemosa (P<2.2e-16). Estos resultados 
reflejan la complejidad taxonómica de las 
especies analizadas, en especial P. racemosa 
por su alto nivel de hibridación y variabilidad 
morfológica (Segovia-Salcedo et al. en este 
número). Datos similares se encontraron en 
Coffea (Mishra 1997) y en Lolium multiflorum, 
en las que para un mismo nivel de ploidía, la 
longitud de estomas difiere entre individuos 
(Speckmann et al. 1965). Schwanitz (1952) 
menciona que en varios géneros, los rangos 
de longitud de los estomas para los diferentes 
niveles de ploidía son demasiado amplios 
para determinar una diferenciación fiable 
basándose en esta característica y, al parecer, 
P. racemosa entra dentro de esta categoría. Por 
lo tanto, es necesario profundizar los análisis 
de estomas con un muestreo que cubra toda 
la distribución de las especies y buscar otras 
características que contribuyan a clarificar el 
nivel de ploidía. 

Los datos obtenidos muestran una variación 
alta en la longitud de las células guardianas, en 
comparación con una baja variación respecto 
al tamaño genómico entre individuos de la 
misma especie. Esto se ve reflejado en las 
desviaciones estándares obtenidas. Jordan et 



184                                                                       JC CAIZA  ET AL                                                      MÉTODO INDIRECTO DE POLIPLOIDÍA EN POLYLEPIS                                             185Ecología Austral 28:175-187

al. (2014) mencionan que una alta variación en 
la longitud de las células guardianas y una falta 
de variación en el tamaño genómico sugiere 
que los cambios evolutivos sustanciales en 
el tamaño de las células ocurren después 
de darse cambios en el tamaño del genoma. 
Este fenómeno es evidenciado en procesos de 
poliploidización recientes, como se presume 
en el género Polylepis (Kerr 2004). 

De los análisis indirectos de ploidía en polen 
en el presente estudio se evidenció que en dos 
poblaciones distantes geográficamente de P. 
pauta existe una diferencia en los diámetros 
axiales y ecuatoriales del polen, lo que sugiere, 
y acorde con Schmidt-Lebuhn et al. (2010), 
que los procesos de ploidización se pueden 
generar de forma independiente varias veces 
en este género, lo cual promueve el desarrollo 
de potenciales especies híbridas que aún no se 
han identificado.

Por primera vez en Ecuador se estableció 
un protocolo para obtener fotografías en 
microscopia electrónica (SEM) de células 
oclusivas de los estomas encriptados de 
Polylepis pauta, P. sericea, P. racemosa y P. 
microphylla. Según Metcalfe and Chalk (1965), 
son estomas anomocíticos encriptados. Esta 
estructura funciona como adaptación a 
las condiciones ambientales, así como 
otras protecciones estomáticas asociadas 
a la reducción de la pérdida de agua por 
transpiración. Se ha constatado la presencia de 
estomas encriptados en ambientes húmedos 
(Roth-Nebelsick et al. 2007; Haworth and 
McElwain 2008; Jordan et al. 2008; Hassiotou 
et al. 2009), como el caso del páramo. Este tipo 
de estomas está relacionado con características 
esclerófilas en lugar de xerófilas (Read et al. 
2000; Hassiotou et al. 2009). Los estomas 
encriptados o cubiertos por tricomas están 
protegidos de los daños mecánicos causados 
por estrés abiótico o biótico (Haworth and 
McElwain 2008; Hassiotou et al. 2009). Además, 
se ha sugerido que las criptas estomáticas 
crean un microclima de amortiguamiento a 
las condiciones del páramo andino (Hassitou 
et al. 2009). 

Se observaron fotografías de polen 
en microscopia electrónica (SEM). Los 
granos presentaron isometría isopolar 
y forma esferoidal, y fueron tricolpados 
(triaperturados). La apertura es, por lo general, 
una endoapertura, y son pontoperculados. 
La morfología de la superficie externa, la 
exina, presenta una estructura no estriada, 
microverrucada, dispersa a lo largo del 
grano de polen. Las verrugas suelen ser 

pronunciadas y cubren la superficie del 
grano. Todas estas características son propias 
del polen de la familia Rosaceae (Chung et 
al. 2010). La morfología de polen, es una 
característica morfológica que sustenta las 
relaciones filogenéticas, siempre que sean 
realizadas con un soporte molecular. En la 
familia Rosaceae, la estructura de la exina es 
una característica informativa de las relaciones 
filogenéticas (Hebda and Chinnappa 1994).

Los datos morfológicos de estomas y de polen 
permiten realizar diferencias morfológicas 
intraespecíficas e interespecíficas tomando en 
cuenta la complejidad taxonómica del género 
Polylepis. Además, brindan información 
preliminar sobre citotipos y viabilidad, datos 
fundamentales para procesos de restauración 
ecológica y de reforestación. Con protocolos 
sencillos se obtienen datos que posteriormente 
se pueden correlacionar con información 
ecológica, genética y molecular. 

De las especies de Polylepis analizadas en el 
actual estudio, los porcentajes de viabilidad 
muestran valores elevados, variando entre 60% 
(P. sericea) y 98% (P. microphylla). Esto indica 
que la viabilidad de polen producido en una 
flor de Polylepis puede influir directamente en 
la calidad de su fruto. En el caso de obtener 
especies citotipos, su estudio es vital para 
conocer la calidad de una semilla híbrida. 
Según Ramírez et al. (2013), el cálculo de la 
viabilidad de polen es primordial para estudiar 
la biología de la reproducción, el mejoramiento 
genético de plantas y para formar híbridos e 
incrementar la viabilidad. Por lo tanto, este 
estudio da una oportunidad para iniciar 
nuevas estrategias para aumentar el éxito 
reproductivo. De igual manera, es importante 
mencionar que las altas concentraciones de 
CO2, también podrían influir en los procesos de 
desarrollo de estructuras reproductivas, que, 
en ocasiones, pueden afectar el rendimiento 
de la semilla. En consecuencia, este enfoque 
podría ser una razón para entender el alto 
nivel de viabilidad de polen y la baja tasa de 
germinación de semillas en Polylepis (Dermody 
et al. 2006).

Las diferentes adaptaciones evidenciadas 
en la polinización del género Polylepis le han 
permitido a esta especie sobrevivir en el tiempo 
y establecerse en grandes altitudes (Simpson 
1986). Además, factores ambientales como 
la dispersión por el viento le ha permitido 
germinar sin la ayuda de polinizadores, 
incluso si presentase baja viabilidad (Domic 
et al. 2013).
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Ciertos protocolos para la reforestación de las 
diferentes especies de Polylepis proponen una 
reproducción vegetativa de esquejes debido a 
la baja tasa de germinación de semillas, a pesar 
de la alta viabilidad del polen, como se indicó 
anteriormente (Pretell et al. 1985; Brandbyge 
and Holm-Nielsen 1987; Reynel and Leon 1990). 
La germinación de las semillas se ve afectada 
por la fragmentación de los páramos andinos o 
la degradación del suelo (Renison et al. 2004). 
Por lo tanto, es transcendental comprender las 
causas de las bajas tasas de germinación, ya 
que dificulta la reforestación y puede afectar 
la regeneración natural. Al mismo tiempo, al 
haber bajas tasas de germinación se promueve 
el uso de estacas, que crecen más rápido que 
los árboles producidos a partir de plántulas y 
no contribuyen a la diversidad genética en los 
páramos andinos.

Polylepis incana presentó menor tamaño de 
las células oclusivas y diámetro de polen en 
individuos que se encontraban en condiciones 
de mayor altitud y variación de temperatura. 
Nicotra et al. (2010) menciona que los efectos 
moleculares y morfológicos en las estructuras 
celulares, órganos y tejidos son consideradas 
respuestas a tensiones ambientales. Algunos 
estudios demostraron que factores abióticos 
como luz, temperatura, humedad e, incluso, 
la estación hídrica intervienen en el tamaño de 
las células oclusivas (Mishra 1997; Colmenares 
et al. 2005). Es importante mencionar que los 
organismos poliploides son más abundantes 
en situaciones de mayor estrés ambiental 
(Soltis et al. 2015).

Polylepis racemosa (población Papallacta) 
posee la mayor longitud de células estomáticas 
y posiblemente está sometida a mayores 
concentraciones de CO2 por su ubicación 
cercana a poblaciones urbanas. En contraste, 
P. incana (población Illinizas) presenta menor 
longitud de estomas y estaría expuesta a 
menores concentraciones de CO2 debido a su 
ubicación distante de asentamientos poblados. 
Los cambios climáticos pueden alterar la 
forma o la arquitectura final de la planta, 
tanto a nivel de órganos individuales como de 
toda la planta. En Glycine max, la presencia de 
hojas más grandes es una respuesta a niveles 
elevados de CO2 (Dermody et al. 2006). Por lo 
tanto, altas concentraciones de CO2 podrían 

producir un aumento en el tamaño de las hojas 
y, por ende, en la longitud de los estomas 
(Taylor et al. 2003). 

La determinación de la longitud de células 
oclusivas y diámetro de polen permite obtener 
indicios del nivel de ploidía dentro del género 
Polylepis, al comparar datos entre especies. 
Sin embargo, la comprobación definitiva se 
obtiene con ayuda del número cromosómico, 
al observar el cariotipo y el tamaño genómico. 
El examen morfométrico de células oclusivas 
y de polen representa una aproximación 
indirecta, rápida, fácil y económica del nivel 
de poliploidía, ya que de esta manera se 
puede realizar una identificación previa de 
potenciales organismos híbridos que alteren 
el ecosistema natural por equivocadas 
prácticas de reforestación. Además, estos 
datos permiten obtener un enfoque de la 
presencia silenciosa de altas concentraciones 
de CO2 provocados por el cambio climático 
que actualmente se presenta en los páramos 
andinos. Esta investigación evidencia la 
necesidad de trabajos en el área de biología 
reproductiva y morfología de estas especies 
para entender mejor sus procesos de 
especiación y diversificación.
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