Ecologia Austral 28:175-187 Abril 2018
Asociacién Argentina de Ecologin
https:/ /doi.org/10.25260/EA.18.28.1.1.528

Seccion Especial

Morfometria y morfologia de estomas y de polen como
indicadores indirectos de poliploidia en especies del género
Polylepis (Rosaceae) en Ecuador
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Boapa; Osmar Acurio; CARLOS ARROYO; ALEXIS DEBUT & MARIA SEGOVIA-SALCEDO

Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. Sangolqui. Ecuador.

ResuMEN. Los bosques de Polylepis (Familia: Rosaceae), originarios de los Andes, son considerados como
uno de los ecosistemas boscosos mas amenazados. A lo largo de su historia evolutiva se evidenciaron varios
episodios de poliploidia que impactaron en sus procesos de especiacion. 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 ploidia. En este estudio se analiz6 la
relacién del tamafio del grano de polen y la longitud de las células oclusivas con el tamafio del genoma y el
numero cromosdmico, ademads de la viabilidad polinica de Polylepis incana, P. pauta, P. microphylla, P. racemosa
y P. sericea recolectadas en los paramos andinos del Ecuador. Se fotografiaron granos de polen y estomas con
un aumento de 400X y se midi6 su longitud en micrémetros con el programa Image]J 1.49v. Para determinar
la viabilidad del polen se utilizé una técnica de tincion. Los resultados muestran que existe una correlacion
positiva que varia de R?=0.32 a R=0.65 entre las variables empleadas, segtin la especie, por lo cual sirven para
analizar indirectamente la poliploidia. Estos datos son relevantes para el manejo y la conservacion de Polylepis en
Ecuador, ya que permiten identificar de antemano, rapida y econémicamente potenciales citotipos e individuos
hibridos a lo largo de los Andes ecuatorianos. Ademas, abre la posibilidad tanto de utilizar estos datos en
estudios de cambio climatico como para determinar parentales en proyectos de reforestacion y restauracion.

[Palabras clave: Andes, analisis morfologico, células oclusivas, ploidia, microgameto]

ABsTRACT. 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
Image] program 1.49v. Staining technique was used to determine the viability of the pollen. The results show
a positive correlation that varies from R=0.32 a R>=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.

[Keywords: Andes, morphological analysis, guard cells, ploidy, microgamete]

INTRODUCCION

Dentro de los géneros mas representativos
de la flora sudamericana se encuentra
Polylepis, un conjunto de arboles y arbustos
lefiosos 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
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las 28 especies (Schmidt-Lebuhn et al. 2010;
Segovia-Salcedo et al. en este ntiimero), 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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biolégicos singulares de los Andes (Simpson
1986; Kessler 2006; Mendoza and Cano
2011).

Estos ecosistemas boscosos sufrieron una
presion antropogénica notable en los dltimos
siglos, lo cual determiné la destruccién de
més de 95% de su rango de distribucién
original (Kessler 2006). Esto generd una gran
preocupacion y, en el ambito cientifico, la
produccién de varios estudios en diferentes
areas (e.g., la construccién de modelos
potenciales de distribucién y estado de
conservacién en la Argentina [Renison et al.
2013], el efecto del fuego sobre la produccion
de semillas y el crecimiento en Cérdoba,
Argentina [Renison et al. 2002], o el efecto
de la ganaderia y la quema, que erosionan el
suelo e influyen sobre la baja viabilidad de
semillas [Renison et al. 2004]). Sin embargo,
todavia hay mucho por estudiar, en especial
su biologia basica, que nos ayudaré a entender
su historia natural. Este conocimiento puede
ser aplicado a iniciativas de conservacion y
manejo del género Polylepis.

Dentro de la genética, una de las areas
con poca informacién es la poliploidia. La
poliploidia es el estado de poseer tres o mas
juegos o sets completos de cromosomas
(Leitch and Bennett 1997). Se determind
que los organismos poliploides surgen a
partir de la hibridacién de individuos de
diferentes poblaciones de una misma especie
o por hibridacién interespecifica, fenémenos
conocidos como autoploidia y aloploidia,
respectivamente (Wendel 2015). Los datos
genoémicos de plantas constatan miultiples
eventos de duplicacion del genoma completo.
Asi, la poliploidia representa un mecanismo
evolutivo clave en el proceso de especiacion,
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
mas frecuentes en altas latitudes y altitudes
(Alcantar 2014; Soltis et al. 2015). Analisis
filogenéticos sugieren que el género Polylepis
surgié a partir de la poliploidizacion del
género Acaena y que existen eventos antiguos
y recientes de alopoliploidizacién en la tribu
Sanguisorbeae (Kerr 2004; Kessler 2006).
Los procesos evolutivos que se dieron en el
género Polylepis son atribuidos a la hibridacion
entre especies, conforme las poblaciones se
aproximan debido al crecimiento geogréfico
de los bosques y a la reubicacién de las
poblaciones como consecuencia de las
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actividades humanas (Kessler and Schmidt-
Lebuhn 2005; Quija et al. 2010).

La subfamilia Rosoideae, que incluye
al género Polylepis, posee un numero
cromosomico base de X=7 (Longhi et al. 2014).
Resultados de citometria 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 poliploidia
entre especies que se encuentran relacionadas
estrechamente (Liu et al. 2010). En Ecuador se
registr6 hibridacién en especies de Polylepis
(Romoleroux 1996), sobre todo en las especies
que no estdn aisladas geograficamente
(simpatricas) (Villota 2012), de acuerdo con
los estudios morfolégicos (Mendoza and Cano
2011).

Estas circunstancias dificultan la
determinacién del niimero cromosdmico.
Ademas, el conteo directo por técnicas
citogenéticas se ve afectado por el reducido
tamafio de los cromosomas (Simpson 1979;
Schmidt-Lebuhn et al. 2010). Recién en el
afio 2010, un estudio determind el nimero
cromosémico para las especies ecuatorianas
(Quija et al. 2010), lo cual demuestra que es
un trabajo arduo y tedioso. Estos datos son
fundamentales no sélo desde el punto de vista
evolutivo, sino también para los intentos de
conservaciéon y manejo (Villota 2012), ya
que se puede incurrir en una reforestacion
inapropiada mediante la introduccién de
especies exdticas que alteran el ecosistema
altoandino nativo (Segovia-Salcedo 2011).
Dentro de este contexto, se exploraron otras
formas de determinar la poliploidia para
facilitar su analisis.

Como parametros morfométricos de
ploidia se encuentran el tamafio del polen
y la longitud de las células guardianas
estomaticas, u oclusivas. El tamafio de las
células estd vinculado con la cantidad de
ADNy, a su vez, con el nimero cromosoémico.
Por lo tanto, el estudio de la extensién de las
células guardianas u oclusivas del estoma y
el didametro de polen permite una estimacion
del nivel de ploidia (Masterson 1994; Yang
et al. 2015). La morfologia del polen es una
caracteristica 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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Leon-Yanez 1999; Chaturvedi et al. 2016).
Los estudios palinologicos en Polylepis se
centraron en determinar su distribucion
dentro del contexto histérico, con escaso
énfasis en su evolucion y sus adaptaciones.
El polen del género Polylepis es ménada, con
una forma isopolar, relativamente esférico,
tricolporado, pontoperculado y achatado
ligeramente en los polos; la exina presenta
un patrén microequinato (Simpson 1979;
Simpson 1986; Chung et al. 2010). Por otro
lado, las células oclusivas de los estomas
se encuentran en su mayoria en el envés de
hojas. Los estomas regulan de forma eficiente
el ingreso de CO, y la pérdida de vapor de
agua (Berry et al. 2010; Vargas 2011) y estan
relacionados con procesos fisiologicos clave
como el balance hidrico (Mishra 1997; Vatén
and Bergmann 2012). Los estomas de Polylepis
estan adaptados a los cambios ambientales;
para mantener la humedad se ubican en
criptas con cavidades subestomaticas anchas
(Colmenares et al. 2005). En la presente
investigacion 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 ploidia de especies
de Polylepis mediante una relacién del niimero
cromosomico y el tamano del genoma con
datos morfométricos de células guardianas
estomadticas o granos de polen? Ademas,
también se busco describir la estructura
morfoldgica de los aparatos estomaticos y los
granos de polen utilizando SEM y microscopia
con focal, y, finalmente, reportar los primeros
registros en el pais sobre viabilidad de polen
para las especies antes mencionadas.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las muestras de flores y hojas se colectaron
en la regién andina de Ecuador. Las de P.
incana se colectaron camino al Parque Nacional
Mllinizas (00°12'8.56" S - 68°40"24.65" O); las de
P. pauta se colectaron de la Poblacién 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 Poblacion
2, en la carretera Quito-Baeza, en Papallacta
(0°20r35.3” 5-78°12'05.2"” O), y las de P. sericea
se colectaron en la Reserva Privada Yanacocha
(00°0803.2” S - 78°35'17.9” O).
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Andlisis de Morfometria

Microscopia 6ptica de células guardianas
de estomas. Se siguio el protocolo establecido

por Schmidt-Lebuhn et al. (2010) con las
siguientes modificaciones: se colectaron
hojas de 10 individuos de cada poblacién. Se
escogieron 3 foliolos por cada individuo de
cada poblacion. En el caso de las especies con
exceso de tricomas (P. pauta, P. racemosa y P.
sericea) se eliminaron con bisturi los tricomas
del envés de las hojas. Cada foliolo fue fijado
por su envés a un portaobjetos con pegamento
de cianoacrilato. Se eliminé el haz del foliolo
hasta evidenciar el tejido epidérmico de la
parte superficial del envés, se aplico acetona
para eliminar el remanente de clorofila, se
fotografiaron diez células oclusivas por foliolo
con un aumento de 400X con el microscopio
optico Olympus BX41. Se midio su longitud
en micrémetros empleando el programa
Image] 1.49v. Posteriormente, con los datos
obtenidos se realizaron analisis estadisticos y
correlaciones empleando el software RStudio
3.2.3.

Microscopia éptica para granos de polen. Se
sigui6 el protocolo de Ramirez 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 solucion de
polen se seleccionaron los botones colectados
que estuvieran mas frescos. Se sumergio en
agua destilada y luego se agité en un vortex
durante un minuto. Para la solucion de
tincion se colocaron limaduras de hierro en
un matraz y se mantuvo en ebullicion durante
4 minutos. A continuacion, se adicionaron 25
mL de acido acético disuelto en 30 mL de agua
destilada, se anadi6 1 g de carmin por 100 mL
de disolucién, se continud con la ebullicion
durante 1 minuto y se filtré repitiendo el
proceso hasta que la solucién estuvo libre
de limaduras de hierro, para ser almacenado
en un gotero. Se sumergio un pincel en la
solucién con polen, revolviendo para evitar
su sedimentacion y se impregno sobre un
portaobjetos. Luego se depositdé una gota
de la solucion de colorante acetocarmin al
1% preparada anteriormente sobre el polen
impregnado, se agitd sutilmente y se esperd
~15 minutos para su absorcion. Se colocd un
cubreobjetos y se procedié a la observacion y
toma de fotografias en el microscopio 6ptico
Olympus BX41 a 400X por cada muestra de
polen. Para el recuento se realizaron dos
preparaciones por especie con el polen recién
colectado. Se procedié a la medicién del
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didmetro axial y ecuatorial en um de los granos
de polen de las especies encontradas por cada
poblacién, con las herramientas de mediciéon
del programa Image] 1.49v y se realizaron
analisis estadisticos con los datos obtenidos,
utilizando el programa RStudio 3.2.3.

Datos gendmicos y niimero cromosomico

El tamafio del genoma y el nimero
cromosomico 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).

Andlisis de morfologia

Microscopia electrénica (SEM) para células
guardianas de estomas. Se sigui6 el protocolo
de Palanyandy et al. (2013) con las siguientes
modificaciones: se procedid a colocar hojas
secas de P. incana, P. pauta, P. microphylla, P.
racemosa y P. sericea en tubos Eppendorf y se
prefijaron con 250 uL de 4% de glutaraldehido
en tampodn cacodilato de sodio 0.1 M (pH 6.8)
a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después se retird el fijador de cada tubo
y se enjuagaron las muestras con tampdn
cacodilato de sodio 0.1 M (pH 6.8) tres veces
durante 3 minutos cada vez. Se realizd una
deshidratacion gradual con una serie creciente
de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 99%), las
4 primeras por 15 minutos y las dos tltimas
por 30 minutos. Para el secado, la muestra se
coloco en un tubo Eppendorf 250 pL. 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 dia siguiente, las muestras fueron
colocadas sobre cinta doble faz de carbono,
luego se introdujo lamuestra en un evaporador
Quorum durante 1 minuto con 20 nm de oro
y se observo cada muestra en el microscopio
electronico TESCAM MIRAS3.

Microscopia electronica (SEM) para granos

de polen. Se realiz6 un proceso modificado
de fijacién y deshidratacion establecido por
Guerra and Debut (2012). Se tomo el polen de
las anteras secas y se lo coloco en una caja Petri
con glutaraldehido al 3% por 60 minutos. Para
la deshidratacidn se utilizaron concentraciones
crecientes de etanol (50%, 70%, 90%, 95% y
99%), cada una durante 20 minutos. Luego,
se dejoé secar las muestras en una estufa
durante 48 horas a 70 °C. Para la observacion
se seleccionaron tres granos de polen de cada
especie y se colocaron sobre cinta doble faz
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de carbono. Luego se introdujo la muestra en
un evaporador Quorum durante 1 minuto con
20 nm de oro y se observéd cada muestra en
el microscopio electronico TESCAM MIRA3
a5kV.

Microscopia de fluorescencia para granos
de polen. Se seleccionaron los estambres de

las flores en condiciones 6ptimas (estructuras
completas y sin presencia de agentes
contaminantes) y se cortaron los filamentos
conservando las anteras. La placa se limpid con
alcohol 70%, sin topar el centro; con una pinza
se colocd sobre un portaobjetos y se adiciono
una gota de glicerina. Se procedié a remover,
quedando impregnada completamente la
antera. A continuacién, se cubrid la muestra
con un cubreobjetos con presion durante 1
minuto para que la muestra se distribuya por
toda el area del cubreobjetos. Se esperd unos
minutos y se procedi6 a su observacion en el
microscopio de fluorescencia Olympus IX53
Reflected con el objetivo de 40X y se tomaron
fotografias de cada muestra de polen.

Andlisis de viabilidad de polen

Laviabilidad de polen se estimé considerando
los granos de polen redondeados y coloreados
de rojo como viables y los constrefiidos como
no viables, de acuerdo con Stone et al. (1995),
Lagos et al. (2005) y Srinivasan and Gaur
(2012). Se contabiliz6 el nimero de granos
de polen viables e inviables y se calculd 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 Geografico Militar
(2016).

ResurTADOS

Datos morfométricos de células quardianas y
granos de polen

La longitud media de las células guardianas
de las cinco especies de Polylepis varia entre
9.71+0.46 y 21.70+3.76 pm. Los valores del
didmetro axial del polen fluctian entre
26.17+0.38 y 44.28+0.38 um. El valor minimo
del diametro ecuatorial fue 23.36+0.28 um, y el
maximo fue 41.02+0.32 um (Tabla 1). Los datos
del ntimero cromosomico y del tamafio del
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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.

Diametro del polen

Longitud Viabilidad Ntmero Nivel de Tamano
Especie Poblacién de estomas Axial Ecuatorial cromosémico s del genoma
del polen ploidia (X)

(pm) (pm) (um) (2n) (Pg)
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

Figura 1. a) Estomas de Polylepis microphylla, poblacién camino a Achupallas. b) Estomas de Polylepis pauta, poblaciéon
Oyacachi. c) Estomas de Polylepis sericea, poblacion Yanacocha. d) Estomas de Polylepis incana, poblacién Illinizas. e)

Estomas de Polylepis racemosa, poblacién 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.

genoma se obtuvieron de estudios anteriores
(Segovia-Salcedo 2014; Segovia-Salcedo and
Quijia-Lamina 2014).

Lamayor longitud de las células oclusivas de
los estomas a 400X se observo en la poblacion
de Papallacta de P. racemosa (Figura le). El
maximo valor del didametro del polen axial
y ecuatorial se visualizé a 40X y 4X en la
poblacién de Oyacachi de P. pauta (Figura
3 d-e). Por otro lado, los minimos valores
de longitud de las células oclusivas de los
estomas, didmetro de polen axial y ecuatorial
se observo en la poblacion de P. incana (Figura
1d) (Figura 3a).

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

los estomas de dos poblaciones de P. racemosa.
A pesar de tener un niimero cromosdmico
similar, también se observa que difieren los
diametros axiales y ecuatoriales de granos de
polenen ~10 um de dos poblaciones de P. pauta
con el mismo niimero cromosdmico.

Relacién de datos morfométricos y pardmetros de
ploidia

Para el analisis como método indirecto
de ploidia se correlacionaron las variables
morfométricas como longitud de estomas y
didmetros de polen (axial y ecuatorial) con
el nimero cromosémico y el tamafio del
genoma (Figura 5) (Segovia-Salcedo 2014;
Segovia-Salcedo and Quijia-Lamina 2014).
Se evidenciaron correlaciones positivas



180 JC Caiza ET AL Ecologia Austral 28:175-187

Figura 2. Fotografias 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.

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.

Didmetro de polen

Temperatura Altitud Longitud de Axial Ecuatorial

Especie Poblacién (°O) (ms.n.m.) estomas (um) (um) (um)
P. incana Mllinizas 0-24 3940 9.71+0.46 26.17+0.38 23.36+0.28
P. pauta Opyacachi 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 Geografico Militar (2016).
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Figura 3. Fotografias en microscopia de fluorescencia. a) Polen de Polylepis incana, poblacion Illinizas. b) Polen de
Polylepis microphylla, poblacion camino a Achupallas. c) Polen de Polylepis sericea, poblacién Yanacocha. d, e, f) Polen

de Polylepis pauta, poblaciéon 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.

a).

b).

Figura 4. Fotografias en microscopia de campo claro. a) Estructura de polen no viable de P. racemosa. Poblacién Oyacachi.
b) Estructura de polen viable de P. racemosa. Poblacién 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 nimero
cromosomico (R?=0.32) y entre la longitud de
los estomas y el tamarfio del genoma (R*=0.65).
Se correlaciono el didmetro axial del polen con
el didmetro ecuatorial (R*=0.97), el diametro
axial del polen con el nimero cromosémico
(R>=0.53) y el diametro axial del polen con
el tamafio del genoma (R*=0.24). También
se encontraron correlaciones entre el
didmetro ecuatorial del polen con el niimero
cromosdmico (R*=0.48) y entre el diametro

ecuatorial del polen y el tamafio del genoma
(R*=0.21).

Relacién de datos morfométricos y variables
ambientales

También se incluyeron datos ambientales
(altitud y variacion de temperatura) para
realizar correlaciones con el tamano de las
células guardianas y polen (Tabla 2). Se obtuvo
una relacion inversamente proporcional entre
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Figura 5. Coeficientes R? de la longitud de las células oclusivas del estoma y del didmetro del polen axial y ecuatorial

con el nlimero cromosémico y el tamafio del genoma.

Figure 5. Coefficients R* 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 diametro polen axial (R=-0.95)
y ecuatorial (R=-0.93) de todas las especies
analizadas. También se relacion¢ la variacion
de la temperatura y la longitud de estomas
(R=-0.11), la variacién de la temperatura
con el didmetro de polen axial (R=-0.47) y
ecuatorial (R=-0.46). P. incana fue la especie que
demostr6 que a mayor altitud y variacion de
temperatura, menores longitudes de estomas
y diametro de polen.

Datos morfoldgicos de células quardianas y
granos de polen

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

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

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

Las fotografias en microscopia electrénica
de barrido (SEM) evidenciaron que los
granos de polen de las especies analizadas son
monadas, de tamano relativamente mediano
(axial=26.17-44.28 pum; ecuatorial=23.36-41.02
pm). P. incana es la especie con el grano de
polen mas pequefio y P. pauta, la del tamano
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mas grande. La forma del polen es esférica,
conisometria ecuatorial y moénadaen 4 delas 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) presentd una
forma esferoide irregular, con aperturas
menos prominentes, y presencia de ciertas
esporas fungicas 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 patron de
la superficie externa, denominado exina, es
microequinado. Lasverrugassongeneralmente
pronunciadas y se distribuyen uniformemente
a lo largo de la superficie. Las fotografias en
microscopia con focal evidenciaron que los
granos de polen presentan fluorescencia
propia. Ademas, poseen una forma esférica,
y, segtin la posicion de las aperturas del polen,
son del tipo tricolporado (Figura 3).

Andalisis de viabilidad

Se considero 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).

Discusion

En los ultimos afos se descubrié 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
evolucidn cromosdmica, asi como respuestas
ecofisidlogicas a la intensidad de la luz y al
estrés hidrico (Reigosa 2001). Definir la ploidia
de un organismo es clave para procesos de
restauracion y reforestacion. Sin embargo,
no siempre se cuenta con los implementos
técnicos mas 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
investigacion en poblaciones ecuatorianas
de P. incana, P. pauta, P. microphylla, P.
racemosa y P. sericen muestran un incremento
en la longitud de las células oclusivas de los
estomas y en el didmetro del polen conforme
aumenta el tamafio del genoma y el niimero
cromosdmico. Esto evidencia que el numero
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cromosdmico y el tamafno del genoma
influyen sobre caracteristicas fenotipicas. Los
resultados presentan una relacion directa
a medida que aumenta la ploidia, y se ha
documentado que el incremento del nivel
de ploidia trae consecuencias morfoldgicas
y fisioloégicas como cambios en la regulacion
metabdlica (Otto and Whitton 2000; Mable
2004a; Alcantar 2014) y en la relacion de los
componentes celulares (Comai 2005). La
consecuencia mas evidente de una ploidia
alta es el aumento de volumen celular, que,
a su vez, determina alteraciones en el radio
superficie-volumen (Otto and Whitton 2000;
Mable 2004a; Alcantar 2014). Las dimensiones
de estomas, poleny, en general, laenvergadura
de los 6rganos es mayor si aumenta el nimero
de cromosomas (Otto and Whitton 2000;
Oliveira et al. 2004) debido a que el tamano
celular tiene correlacion con la cantidad de
ADN (Masterson 1994; Mable 2004b). Estudios
previos demostraron que la longitud de los
estomas es un indicador exitoso de poliploidia
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 ploidia y
especie, en especial en las poblaciones de
P. racemosa (P<2.2e-16). Estos resultados
reflejan la complejidad taxondémica de las
especies analizadas, en especial P. racemosa
por su alto nivel de hibridacién y variabilidad
morfoldgica (Segovia-Salcedo et al. en este
namero). Datos similares se encontraron en
Coffea (Mishra 1997) y en Lolium multiflorum,
en las que para un mismo nivel de ploidia, 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 ploidia son demasiado amplios
para determinar una diferenciacion fiable
basandose en esta caracteristica y, al parecer,
P. racemosa entra dentro de esta categoria. Por
lo tanto, es necesario profundizar los analisis
de estomas con un muestreo que cubra toda
la distribucion de las especies y buscar otras
caracteristicas que contribuyan a clarificar el
nivel de ploidia.

Los datos obtenidos muestran una variacion
alta enlalongitud de las células guardianas, en
comparacion con una baja variacién respecto
al tamafio genomico entre individuos de la
misma especie. Esto se ve reflejado en las
desviaciones estandares obtenidas. Jordan et
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al. (2014) mencionan que una alta variacién en
lalongitud delas células guardianas y una falta
de variacién en el tamafo gendmico sugiere
que los cambios evolutivos sustanciales en
el tamafio de las células ocurren después
de darse cambios en el tamafo del genoma.
Este fenémeno es evidenciado en procesos de
poliploidizacion recientes, como se presume
en el género Polylepis (Kerr 2004).

De los analisis indirectos de ploidia en polen
en el presente estudio se evidencid que en dos
poblaciones distantes geograficamente de P.
pauta existe una diferencia en los didmetros
axiales y ecuatoriales del polen, lo que sugiere,
y acorde con Schmidt-Lebuhn et al. (2010),
que los procesos de ploidizacion se pueden
generar de forma independiente varias veces
en este género, lo cual promueve el desarrollo
de potenciales especies hibridas que atin no se
han identificado.

Por primera vez en Ecuador se establecid
un protocolo para obtener fotografias en
microscopia electréonica (SEM) de células
oclusivas de los estomas encriptados de
Polylepis pauta, P. sericea, P. racemosa y P.
microphylla. Segtin Metcalfe and Chalk (1965),
son estomas anomociticos encriptados. Esta
estructura funciona como adaptacion a
las condiciones ambientales, asi como
otras protecciones estomaticas asociadas
a la reduccion de la pérdida de agua por
transpiracion. Se ha constatado la presencia de
estomas encriptados en ambientes himedos
(Roth-Nebelsick et al. 2007; Haworth and
McElwain 2008; Jordan et al. 2008; Hassiotou
etal. 2009), como el caso del paramo. Este tipo
de estomas esta relacionado con caracteristicas
esclerdfilas en lugar de xerdfilas (Read et al.
2000; Hassiotou et al. 2009). Los estomas
encriptados o cubiertos por tricomas estan
protegidos de los danos mecanicos causados
por estrés abidtico o bidtico (Haworth and
McElwain 2008; Hassiotou etal. 2009). Ademas,
se ha sugerido que las criptas estomaticas
crean un microclima de amortiguamiento a
las condiciones del paramo andino (Hassitou
et al. 2009).

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

JC Ca1zA ET AL

Ecologia Austral 28:175-187

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

Los datos morfologicos de estomas y de polen
permiten realizar diferencias morfoldgicas
intraespecificas e interespecificas tomando en
cuenta la complejidad taxondmica del género
Polylepis. Ademas, brindan informacién
preliminar sobre citotipos y viabilidad, datos
fundamentales para procesos de restauracion
ecoldgica y de reforestacion. Con protocolos
sencillos se obtienen datos que posteriormente
se pueden correlacionar con informacion
ecoldgica, 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 hibrida.
Segtin Ramirez et al. (2013), el calculo de la
viabilidad de polen es primordial para estudiar
labiologia de la reproduccion, el mejoramiento
genético de plantas y para formar hibridos 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
CO, también podrian influir en los procesos de
desarrollo de estructuras reproductivas, que,
en ocasiones, pueden afectar el rendimiento
de la semilla. En consecuencia, este enfoque
podria ser una razén para entender el alto
nivel de viabilidad de polen y la baja tasa de
germinacion de semillas en Polylepis (Dermody
et al. 2006).

Las diferentes adaptaciones evidenciadas
en la polinizacion del género Polylepis le han
permitido a esta especie sobrevivir en el tiempo
y establecerse en grandes altitudes (Simpson
1986). Ademas, factores ambientales como
la dispersion 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 reforestacion de las
diferentes especies de Polylepis proponen una
reproduccion vegetativa de esquejes debido a
la baja tasa de germinacién de semillas, a pesar
de la alta viabilidad del polen, como se indicé
anteriormente (Pretell et al. 1985; Brandbyge
and Holm-Nielsen 1987; Reynel and Leon 1990).
La germinacion de las semillas se ve afectada
por la fragmentacion de los paramos andinos o
la degradacion del suelo (Renison et al. 2004).
Por lo tanto, es transcendental comprender las
causas de las bajas tasas de germinacion, ya
que dificulta la reforestacién y puede afectar
la regeneracion natural. Al mismo tiempo, al
haber bajas tasas de germinacion se promueve
el uso de estacas, que crecen mas rapido que
los arboles producidos a partir de plantulas y
no contribuyen a la diversidad genética en los
paramos andinos.

Polylepis incana presenté menor tamafio de
las células oclusivas y diametro de polen en
individuos que se encontraban en condiciones
de mayor altitud y variacion de temperatura.
Nicotra et al. (2010) menciona que los efectos
moleculares y morfologicos en las estructuras
celulares, 6rganos y tejidos son consideradas
respuestas a tensiones ambientales. Algunos
estudios demostraron que factores abioticos
como luz, temperatura, humedad e, incluso,
la estacion hidrica intervienen en el tamario de
las células oclusivas (Mishra 1997; Colmenares
et al. 2005). Es importante mencionar que los
organismos poliploides son mas abundantes
en situaciones de mayor estrés ambiental
(Soltis et al. 2015).

Polylepis racemosa (poblacion Papallacta)
posee la mayor longitud de células estomaticas
y posiblemente esta sometida a mayores
concentraciones de CO, por su ubicacion
cercana a poblaciones urbanas. En contraste,
P. incana (poblacion Illinizas) presenta menor
longitud de estomas y estaria expuesta a
menores concentraciones de CO, debido a su
ubicacion distante de asentamientos poblados.
Los cambios climaticos pueden alterar la
forma o la arquitectura final de la planta,
tanto a nivel de érganos individuales como de
toda la planta. En Glycine max, la presencia de
hojas mas grandes es una respuesta a niveles
elevados de CO, (Dermody et al. 2006). Por lo
tanto, altas concentraciones de CO, podrian
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producir un aumento en el tamafio de las hojas
y, por ende, en la longitud de los estomas
(Taylor et al. 2003).

La determinacion de la longitud de células
oclusivas y didmetro de polen permite obtener
indicios del nivel de ploidia dentro del género
Polylepis, al comparar datos entre especies.
Sin embargo, la comprobacion definitiva se
obtiene con ayuda del nimero cromosdémico,
al observar el cariotipo y el tamafio gendmico.
El examen morfométrico de células oclusivas
y de polen representa una aproximacion
indirecta, rapida, facil y econémica del nivel
de poliploidia, ya que de esta manera se
puede realizar una identificacion previa de
potenciales organismos hibridos que alteren
el ecosistema natural por equivocadas
practicas de reforestacion. Ademas, estos
datos permiten obtener un enfoque de la
presencia silenciosa de altas concentraciones
de CO, provocados por el cambio climatico
que actualmente se presenta en los paramos
andinos. Esta investigacidon evidencia la
necesidad de trabajos en el area de biologia
reproductiva y morfologia de estas especies
para entender mejor sus procesos de
especiacion y diversificacion.
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