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Resumen

Los granos de polen en Mimosa, se asocian en: tétrades, bitétrades y poliades de 12-16 granos, que
varian en tamafio y morfologia, caracteristicas relacionadas con la forma y la profundidad del
estigma. El objetivo de este trabajo es mostrar la relacion entre la forma y tamafio de polen y el tipo
de estigma. Se colectaron inflorescencias con flores en antesis y en boton floral, y ramas con frutos
de 3 individuos de cinco especies: Mimosa camporum, M. benthamii var. benthamii, M. luisana, M.
pigra var. pigra y M. quadrivalvis var. quadrivalvis. Comparativamente, se analiz6 la morfologia
del polen y el estigma con técnicas anatdmicas, microscopicas de luz y electronica de barrido; la
morfometria de las inflorescencias y flores; y la viabilidad, produccion y germinacion del polen. El
numero de flores varia entre 30 y 280 por inflorescencia; la produccion del polen es de 542-1142
poliades/antera; la viabilidad del polen no mostré variacion entre los tratamientos de Acetocarmin,
Lugol y Azul de algoddn; la germinacion se observo solo en un medio de cultivo, con una longitud
del tubo polinico de ca. 5um. La forma del estigma varia entre las especies, y se observaron cuatro
tipos: oblicuamente crateriforme, poriforme, tubular y cupuliforme, que se relacionan directamente
con el tamafio de las asociaciones del polen (8-35um) y con la cantidad de poliades que puede captar
cada estigma. También, se registr6 el nimero de frutos/inflorescencia y semillas/fruto como una
estimacion del éxito reproductivo. Se observaron 3 estrategias reproductivas: a) Xenogamia no
facultativa en M. benthamii var. benthamii, con antesis asincronica en una misma inflorescencia,
estambres y gineceo de igual longitud; M. luisana, con antesis hemisincrdnica en una inflorescencia,
con estambres méas cortos que el gineceo; ambos taxa con polinizaciéon anemdcora; b) Xenogamia
facultativa en M. pigra var. pigra, antesis sincronica en una inflorescencia y con estambres mas
cortos que el gineceo. En este taxon se sugiere una marcada diferenciacion espacial de las estructuras

reproductoras, por lo que la polinizacion necesariamente requeriria de la presencia de los



polinizadores; ¢) Autogamia en M. quadrivalvis var. quadrivalvis y M camporum con antesis
sincronica en una inflorescencia y con estambres del mismo tamafo que el gineceo. En Ambos taxa,
el gineceo y los estambres estarian en contacto directo, lo que sugeriria la posibilidad de
autopolinizacion. Estas caracteristicas sugieren implicaciones en las estrategias reproductivas de
Mimosa, la interaccion polen-estigma se suma a las areas de investigacion en Mimosoideae como la
morfologia floral y la biologia del polen y del pistilo, que contribuyen al entendimiento del exito

reproductivo de las especies del género Mimosa.



Abstract

Pollen grains, in Mimosa are associated in: tetrads, bitetrads and 12-16-grained polyads, which varies
in size and shape; these features are related to the shape and depth of the stigma. The purpose of this
paper is to study the relationships between the shape and size of pollen and the type of stigma.
Flowering inflorescences were collected at anthesis and floral buds, and fruit branches of 3
individuals of five different taxa: Mimosa camporum, M. benthamii var. benthamii, M. luisana, M.
pigra var. pigra and M. quadrivalvis var. quadrivalvis. We analyzed pollen morphology and stigma
using comparatively anatomy technics, light microscopy and scanning electron microscopy.
Furthermore, inflorescence and flower morphometry, as well as viability and pollen germination
were studied. The number of flowers ranges 30-280 flowers per inflorescence, pollen production
was of about 542-1142 polyads/anther, pollen viability showed no variation among the treatments
used, and germination was only observed in a culture medium, with pollen tube length ca. 5 um.
Stigma shape varies among species; four types were observed: obliquely crater-shaped, pore-shaped,
tubular-shaped and cup-shaped, which are directly related to the size of pollen associations (8-35um)
and the amount of polyads that each stigma can capture. The number of fruits/inflorescence and
seeds/pod were recorded as an estimate of reproductive success. Three reproductive strategies were
observed: a) Xenogamous not facultative in M. benthamii var. benthamii with asynchronous in the
same inflorescence anthesis, stamens and gynoecium of equal length; M. luisana with
hemynchronous anthesis in an inflorescence, with the gynoecium shorter stamens; both taxa with
anemocorous pollination; b) Facultative xenogamous in M. pigra var. pigra, synchronous in an
inflorescence and gynoecium shorter than the stamens in anthesis. In this kind of space
differentiation, marked reproductive structures are suggested, that is why pollination necessarily

require the presence of pollinators; ¢) Autogamous in M. quadrivalvis var. quadrivalvis and M
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camporum with synchronous anthesis in an inflorescence and stamens of the same size as the
gynoecium. In both taxa, the ovary and the stamens would be in direct contact, suggesting self-
pollination possibility. These features suggest implications in the reproductive strategies of Mimosa,
pollen-stigma interaction adds the research areas in Mimosoideae, as floral morphology and biology
of pollen and pistil, which would contribute to the knowledge of the successful reproduction of the

genus Mimosa.
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1. INTRODUCCION

La biologia reproductiva de las especies del género Mimosa L. ha sido poco estudiada debido a la
complejidad de sus inflorescencias que se presentan en racimos, capitulos o espigas. Esta
complejidad se debe a varios factores como son i) el tipo de granos de polen, ya que no se presentan
de manera individual, sino como un complejo estructural denominado poliade, y ii) la variacién en
el tipo de estigma, en ocasiones poriforme, cupuliforme u oblicuamente crateriforme o tubular.
Aunado a esto, las flores son similares y relativamente sencillas en cuanto a su organizacion
estructural, las cuales presentan filamentos prominentes, libres, no fusiondados con anteras
dorsifijas, introrsas eglandulares (Martinez-Bernal y Grether, 2006). Estos verticilos, determinan el
tamano, la forma y el color de la inflorescencia (Kenrick, 2003). Las inflorescencias muestran
adaptaciones importantes para la polinizacién, como generar un alto nimero de granos de polen y
un namero considerable de flores; por lo que la inflorescencia es considerada como la unidad de
polinizacién (Arroyo, 1981).

El género Mimosa forma parte de las Leguminosas, que se destacan por su gran diversidad a
nivel mundial, es la tercera familia mas grande de angiospermas, después de las orquideas y las
asteraceas; constituida por ca. 727 géneros y 19,325 especies (Lewis et al., 2005). En la actualidad,
se reconocen ca. 18,320 especies distribuidas en tres subfamilias, Caesalpinioideae con 4 tribus y
ca. 2,250 especies, Mimosoideae con 4 tribus y ca. 3,270 especies y Papilionoideae con 28 tribus y
ca. 13,800 especies (Lewis et al., 2005). La gran diversidad de la familia se ve reflejada en el habito,
encontrandose hierbas, arboles, arbustos y lianas, asi como algunas plantas acuéticas. Por otro lado,
la familia se encuentra distribuida ampliamente en todos los habitats, desde el ecuador hasta donde

se presentan climas extremos como en los casos de los desiertos secos y frios (Grether, 1997).



Los integrantes de este grupo son de gran utilidad para el hombre, ya que incluyen plantas
usadas para la alimentacion, forraje, son fijadoras de nitrogeno del suelo, maderables, medicinales,
de uso artesanal, y ornamental; para la construccion de cercas vivas, combustible, insecticidas y en
la industria, por lo que también forman parte de la diversidad cultural y productiva a nivel mundial
(Camargo-Ricalde et al., 2001).

La subfamilia Mimosoideae esta representada por ca. 76 géneros (Lewis et al., 2005) que se
distribuyen en las regiones tropicales, subtropicales y templadas a lo largo del planeta. Una gran
mayoria de los taxa conocidos se han agrupado en tres géneros: Acacia con ca. 1,450 (Rico-Arce,
2007), Mimosa con ca. 530 (Simon et al., 2011; com. pers., Grether) e Inga con ca. 350 a 400
(Pennington, 1997). Para México, se han registrado en Acacia ca. 117 especies (Rico-Arce, 2007) y
en Mimosa ca. 110 (Martinez-Bernal et al., 2008).

De acuerdo con Lewis y Elias (1981) y Lewis et al. (2005), Mimosa esta incluido en la Tribu
Mimoseae, que comprende 39 géneros y 650-725 especies en el mundo (Martinez-Bernal et al.,
2006). Por otro lado, Barneby (1991) ubica a las especies de Mimosa en cinco secciones: Mimadenia,
Batocaulon, Calothamnos, Habbasia y Mimosa, con base en caracteristicas florales, nectarios
peciolares, presencia o ausencia de setas en los tallos y la forma de los tricomas de las hojas.

A nivel mundial, el género Mimosa cuenta con una gran variedad de especies (Simon et. al.,
2011), de las cuales el 90% se distribuyen desde el sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta
Argentina, en el continente Americano, y el restante 10% en Africa, y Asia; sin embargo, varias
especies se han introducido en Australia. En su mayoria, los taxa se encuentran en regiones
tropicales, zonas aridas y semiaridas, desde el nivel del mar hasta 2,250 m de altitud; aunque, algunos
crecen en zonas templadas a mayor altitud, desde 2,000 hasta 3,300 m (Grether, 1997; Martinez-

Bernal, 2003; Martinez-Bernal et al., 2008).



En el género Mimosa, se encuentran arboles, arbustos, lianas y plantas herbaceas, erectas, a
veces trepadoras, rastreras y decumbentes, generalmente con aguijones; presentan hojas bipinnadas,
eglandulares o con glandulas en el peciolo y/o raquis primario; las flores dispuestas en capitulos,
racimos o espigas. Las flores son pequefias, sésiles en la mayoria de los taxa, a veces pediceladas;
tetra 0 pentameras, rara vez trimeras; generalmente son bisexuales, en ocasiones pistiladas o
estaminadas en la parte basal de la inflorescencia; el caliz es gamosépalo de longitud variable, la
corola gamopétala con 4 a 5 l6bulos valvados, los estambres de igual numero que los lébulos de la
corola (flores haplostémonas) o el doble de estos (flores diplostémonas), filamentos libres o rara vez
fusionados en la base, exertos o salientes con anteras eglandulosas, dorsifijas, introrsas y con
dehiscencia longitudinal (Martinez-Bernal et al., 2006; Grether et al., 2007; Martinez-Bernal et al.,
2008)

El gineceo en Mimosa esta constituido por un ovario unicarpelar, unilocular, varia de sésil a
estipitado, de forma cilindrica o lateralmente comprimido, linear a oblongo o eliptico, glabro a
pubescente o0 setoso; la placentacion es marginal, los dvulos anatropos, alternos en dos hileras; el
estilo es filiforme y generalmente mas largo que los estambres, con el extremo apical por lo general
atenuado y el estigma en la mayoria de los taxa, es un poro terminal, como en M. polyantha Bentham;
en otros taxa es cupuliforme como en M. xanthocentra Martius y en otras como M. ursina Martius
es oblicuamente infundibuliforme o puede ser tubular como en M. candollei Grether (Grether, 1997;
Martinez-Bernal, 2003).

La legumbre en el género presenta diversas formas como: linear, oblonga, lanceolada a
lanceolado-oblonga, eliptica y tetragonal, generalmente comprimida, membranacea o coriacea,
bivalvada y dehiscente, las valvas enteras o divididas transversalmente en artejos y el margen

persistente. Las semillas son lenticulares, en general mas o menos isodiamétricas, en algunos casos,



pueden ser elipticas u oblongas o a veces tetragonales a rombicas y oblicuamente truncadas, la testa
es lisa y brillante o porosa y opaca, de color ocre a pardo-rojizo o negro. La linea fisural en forma
de herradura esta bien definida y es conspicua en ambas caras, varia en tamafio con respecto a la
longitud de la semilla; en algunos casos desde 1/5 a 1/4 de la longitud de ésta y en otros de 3/4 a 5/6,
Ilegando a ser casi tan larga como la semilla (Grether, 1997; Martinez-Bernal, 2003).

El polen se agrupa en tétrades, bitétrades y poliades de 12 a 16 granos, pequefias,
radiosimétricas o bisimétricas, de tipo acalimado; las aberturas son de tipo porado, presentes en
posicion subdistal (Guinet, 1981; Caccavari, 1987; 1988; Grether, 1997; Martinez-Bernal, 2003;
Flores-Cruz, 2004; Flores-Cruz et al., 2006).

Si bien, ya se cuenta con un avance importante en el estudio comparativo de la morfologia
del polen de los taxa mexicanos y centroamericanos de Mimosa (Flores-Cruz, 2004; Martinez-
Bernal, 2003; Grether, 1997), no existe un estudio comparativo detallado de la morfologia del
estigma en las flores de este género, ni su relacion con la forma y el tamafio de los granos de polen
agrupados en tétrades, bitétrades y poliades. En forma adicional, el estudio de la viabilidad de los
granos de polen y el desarrollo de los tubos polinicos proporcionaria informacion importante para
relacionar con el nimero de 6vulos por ovario y el numero de semillas por fruto. Las relaciones
morfoldgicas de las estructuras implicadas en la biologia reproductiva del género, permitira explorar
elementos de gran relevancia en el estudio de los sistemas de cruzamiento y del éxito reproductivo

en este grupo de plantas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Sistemas de cruza

Un aspecto fundamental de la biologia reproductiva de las plantas comprende la expresion sexual,
que es muy compleja y variada. Una planta bisexual es aquella que presenta flores perfectas o flores
femeninas y flores masculinas en un mismo individuo (monoecia), caracterizada por la funcionalidad
de ambos componentes sexuales, androceo y gineceo. En otros casos, se encuentran individuos con
flores en las que sélo los estambres son funcionales (flores estaminadas) y, por otra parte, individuos
con gineceos funcionales (flores pistiladas) (Gurevitch et al., 2006).

Otro tipo de expresion sexual en plantas es definido por el desarrollo floral en etapas
diferentes para evitar la autopolinizacion (dicogamia), como la protandria, caso en que las anteras
maduran y liberan el polen antes que el estigma de la misma flor sea receptivo; por el contrario, la
protoginia es cuando el estigma es receptivo, antes que el polen se libere de las anteras en la misma
flor (Sousa y Zarate, 1983; Arroyo, 1981).

La fecundacion puede ser alégama o autdgama. La alogamia, también llamada fecundacion
cruzada, puede ocurrir de dos maneras: fecundacion cruzada entre flores de la misma planta
(geitonogamia) o entre flores de plantas separadas (xenogamia) (Endress, 1994; Percival, 1969).
Ademas, la xenogamia facultativa hace alusion al tipo de sistema reproductivo de polinizacion
cruzada, ligada de manera directa con la presencia del polinizador, ya sea por animales en general
(zoofilia), en particular por insectos (entomofilia), o por otros factores, como el viento (anemofilia)
(Pacini, 1992).

Por otra parte, la autogamia puede ser mediante la casmogamia y la cleistogamia. La
casmogamia o autogamia facultativa, se define como la autofecundacion, mientras las flores de la

planta permanecen abiertas, en ausencia de polinizadores. La cleistogamia o autogamia obligada, es
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el sistema de autopolinizacion y autofecundacion, donde la flor llega a su madurez y sin presentar
antesis se autofecunda, es decir se fecunda en botdn floral (Lord, 1981; Font Quer, 1979; Cruden,
1977).

Dos tipos de mecanismos en los sistemas de entrecruzamiento, influyen directamente a las
plantas con flores produciendo cambios evolutivos como el cambio de xenogamia a autogamia,
registrado a través de la disminucién del tamario y las alteraciones en la morfologia floral (Ornduff,
1969), lo que reduce el costo energético por flor y facilita la autopolinizacion. Ademas, se ha
observado que este cambio viene acompafado por un decremento en la relacion del nimero de
granos de polen y el nimero de dvulos (P/O) (Cruden, 1977).

Los sistemas de entrecruzamiento en plantas se ven afectados directamente por distintos
procesos bioldgicos, tales como la fenologia, la variacion climatica y la disponibilidad de
nutrimentos del suelo y su reciclaje dentro del sistema bioldgico; asi como la disponibilidad de
polinizadores que permitan la fecundacion de las flores (Bawa y Beach, 1981).

Distintos trabajos como el de Haring et al. (1990) y el de Barrett (1992) han reportado que
las plantas que presentan flores autoincompatibles y algunos otros taxa xenégamos producen mayor
cantidad de granos de polen (en Asclepiadaceae, Wyatt et al., 2000 y en Orchidaceae, Johnson y
Edwards, 2000) que los que estan relacionados con la autocompatibilidad y son taxa autogamos. En
contraste, Cruden (1977) menciona que, con otras caracteristicas florales, el nimero de 6vulos por
ovario en algunos taxa no disminuye.

Analizar y entender los diferentes sistemas de entrecruzamiento, los tipos de polinizadores
involucrados en estos sistemas y la expresion sexual de las plantas constituye la base fundamental
para comprender la relacion estigma-estilo-ovario con respecto al tamafio del polen; esta relacion ha

sido analizada por distintos autores que han contribuido al conocimiento de la biologia reproductiva



en plantas (Cruden, 2009; Cruden y Lyon, 1985; Arroyo, 1981; Cruden y Miller-Ward, 1981,
Cruden, 1977).

Uno de los principales retos para analizar las correlaciones entre estas estructuras, es tratar
de definir y entender la profundidad del estigma; Cruden y Lyon (1985) la definen como la
estimacion de la distancia que el tubo polinico debe recorrer, desde su formacion en la superficie
estigmatica, hasta alcanzar el tejido de transmision en el estilo y ademas, se tiene que correlacionar
directamente el tamafio del grano de polen con la profundidad del estigma y la longitud del estilo.
Otros autores como Owens y Lewis, (1989) y Owens, (1990) sefialan caracteristicas del gineceo que
pudieran ser importantes en los sistemas de reproduccion sexual como es el caso de algunos géneros
de leguminosas (cesalpinoideas: Cassia, Chamaecrista y Senna), que presentan una camara
estigmatica que permitiria la captacion de los granos de polen. Por otro lado, el éxito de la correlacion
polen-estigma se manifiesta en la formacion de frutos viables que pueden ser afectados, en algunos
casos, por la calidad y la cantidad de polen viable para la fertilizacion (Edlund et al., 2004; Dafni y
Firmage, 1999).

Ademas, la calidad del grano de polen es determinada por los nutrimentos que la planta
reserva para la formacion de estructuras reproductivas; sin embargo, la cantidad de granos de polen,
que llegan al estigma, se ve influenciada por la presencia del polinizador, durante la marcha floral.
Por otro lado, la reserva de nutrimentos exdgenos para la germinacion de los granos de polen, se ve
afectada por la presencia o ausencia de almidon en el polen. Ademas, es importante mencionar que,
en los taxa Smyrnium perfolitatum (Apiaceae) (Weber, 1994) y Solanum gardneri (Solanaceae)
(Hokche y Ramirez, 2006) los nutrimentos que los granos de polen necesitan para germinar, también
estan presentes en el tejido de transmision del estilo, que permite que el tubo polinico penetre hasta

el ovario y pueda fecundar a los 6vulos. Por ello, distintos autores como Swanson et al. (2004) y



Harder y Johnson (2008) han analizado la relacion P/O como parte exploratoria y complementaria
en los procesos que intervienen en los diferentes tipos de sistemas reproductivos en plantas.
Otra caracteristica importante que se debe considerar, es la estructura y funcién de la superficie
receptiva del estigma; Heslop-Harrison y Shivanna (1977) elaboraron una clasificacién con
subdivisiones para los tipos de estigmas. La primera subdivision es la de estigmas secos, con o0 sin
superficie secretora al momento de la antesis, en contraste la segunda donde se ubican los estigmas
de tipo humedo que se distinguen por tener una superficie secretora, que libera un fluido.

La siguiente subdivision de esta clasificcion se basa en la forma y disposicion de las células
de la superficie estigmatica; dentro de los estigmas secos, del mismo modo Heslop-Harrison y
Shivanna (1977), sefialan dos grupos: el grupo I, estigmas plumosos con células receptivas dispersas,
en ramificaciones multiseriadas; el grupo Il, estigmas con células receptivas concentradas en
distintas zonas o ejes; este subgrupo se subdivide en: A) superficies no papiladas y B) superficies
distintivamente papiladas; del mismo modo el grupo B, se subdivide en: i) papilas unicelulares vy ii)
papilas multicelulares; a su vez el grupo ii, se subdivide en: a) papilas uniseriadas y b) papilas
multiseriadas. Los estigmas himedos se subdividen en dos grupos: el grupo Il estigmas con
superficies receptivas, con un nivel bajo a mediano de papilas y el fluido de secrecién inunda los
espacios intersticiales; el grupo IV estigmas con superficies receptivas no papiladas, con celulas

necraticas al madurar, generalmente con mas superficie llena de fluido que el grupo I11.

2.2. Polinizacion en Mimosoideae

Existen pocos estudios sobre polinizacion en Mimosoideae, Stone et al. (2003), elaboraron
una revision de la ecologia de la polinizacion del género Acacia a nivel mundial, en la que discuten

el tipo de recompensa que ofrecen las flores a sus visitantes; en general, para los taxa de este género,



las recompensas son el néctar y el polen, los cuales estan solo a disposicion de algunos polinizadores
como las abejas y algunas aves. Raine et al. (2007), estudiaron una comunidad de cuatro especies
simpatricas de Acacia: A. farnesiana (L.) Willdenow, A. hindsii (Bentham); A. macracantha
(Humboldt et Bonpland ex. Willdenow) y A. (Acaciella) angustissima (Miller) Kuntze; analizaron
la potencialidad heteroespecifica de transferencia del polen, con relacion a la variabilidad de los
visitantes florales, en una region de clima tropical de México. Estos taxa presentan una alta sincronia
diaria en la liberacién del polen, pero en cada una de las especies la dehiscencia de las anteras ocurre
en diferentes momentos del dia, de esta manera una gran cantidad de polen esta disponible para los
polinizadores durante el dia; esta sincronia se refleja de manera importante, cuando estas especies

comparten el habitat.

2.3. Polinizacion en el género Mimosa

Para el genero Mimosa sélo se ha realizado un trabajo sobre la polinizacién en M. lewisii
Barneby, un arbusto de 2-5 m de alto, que presenta paniculas de capitulos, cada uno en forma de
cepillo de 10 mm de alto por 14 mm de didmetro, con flores bisexuales, con un periodo de antesis
activo solo por una noche y son polinizadas por murciélagos, ya que estos obtienen el néctar que les
proporcionan las flores, el cual alcanza un volumen de 103.5 a 173 pl por capitulo (Vogel et al.,
2005). En las especies mexicanas de este género, los polinizadores cominmente observados
incluyen: hormigas, abejas, avispas y abejorros (com. pers., Camargo-Ricalde, Grether y Martinez-
Bernal).

Los estudios palinologicos de Mimosa constituyen una base fundamental para iniciar los
estudios de biologia reproductiva en las especies de este género. Importantes son las aportaciones de

Sorsa (1969) que contribuye con un estudio palinoldgico, avances taxonomicos y discute las
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relaciones filéticas de 202 taxa, que representan a 50 de los géneros de la subfamilia Mimosoideae
con base en la morfologia del polen. Por otro lado, con las mismas caracteristicas del polen, Guinet
(1981) realizo un estudio con fines sistematicos, evolutivos y de clasificacion entre géneros de
Mimosoideae incluyendo a Mimosa. Ademaés, Caccavari (1985, 1987, 1988), sugiere lineas
evolutivas del polen; tomando en cuenta el tipo de asociacion de los granos de polen, presenta una
clave palinoldgica y sefiala que las especies que conforman una serie, ademas generalmente
presentan el mismo tipo de asociacion.

Otros estudios comparan los tipos de asociaciones del polen como Grether (1997), que sefiala
los tipos de asociacidn del polen en las diferentes secciones y series del género Mimosa, como apoyo
al tratamiento taxonomico de las especies que se encuentran en el area Mesoamericana; Martinez-
Bernal (2003), observo la morfologia del polen de los taxa del género Mimosa distribuidas en Puebla
y Tlaxcala; los taxa que se ubican en la seccion Batocaulon, presentan polen en bitétrades rotadas
elipsoidales y tétrades cruzadas, aplanadas, elipsoidales; en la seccion Habbasia, se presentan
tétrades cruzadas oviformes a piriformes y en la seccion Mimosa, tétrades tetraédricas esféricas.
Flores-Cruz et al. (2006), analizan la morfologia del polen para unificar a los miembros de la serie
Quadrivalves, ya que presentan granos de polen asociados en tétrades cruzadas, ligeramente
comprimidas, de forma eliptica. Esto permitié confirmar la ubicacion de estos taxa dentro de dicha
serie; que se separan de otras series del género. Lima e Lima et al. (2008), realizan un estudio
palinoldgico de especies de Mimosa, en una region semi-arida al sureste de Brasil; reconocen seis
tipos y dos subtipos de polen. Los tipos, los clasifican con base en el nUmero de moénades, la forma
de la poliade y con base en las unidades de dispersién, haciendo notar, los rangos promedio de las
asociaciones del polen en cada uno de los tipos: i) granos de polen en poliades de 12(8-16) mdnades

con contorno subtriangular (tritétrades) 21-25um x 14-21um; ii) granos de polen en bitétrades de (8)
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monades, dos tétrades tetragonales o una tétrade decusada y una tétrade tetragonal ¢ una tétrade
tetraédrica y una tetragonal o dos tétrades decusadas, 10-19um x 8-20um; iii) mdénades en tétrades
decusadas y con algunas formas romboidales de contorno esferoidal o eliptico, 15-41pum x 10-33um;
iv) granos de polen en tétrades decusadas y tetraédricas elipticas, 20-26pum x 13-19um; v) granos de
polen en tétrades tetraédricas y decusadas esféricas, 8-11um x 8-11um; vi) granos de polen en diades
0 monades con contorno triangular 15-26um x 15-18um; todos estos tipos presentan granos de polen
de tamafio pequefio y considera dos subtipos del tipo iii: i) tétrades de tamafio medio considerando
la media del didmetro 23-41um x 15-33um; vy ii) tétrades de tamafio pequefio considerando la media
del diametro, 15-25um x 10-18um. Los autores mencionados, en este parrafo, realizan aportaciones
importantes, que han permitido conocer y describir la morfologia del polen como apoyo al
conocimiento de la taxonomia del grupo.

En general, existen muy pocos estudios relacionados con la biologia reproductiva, de la
subfamilia Mimosoideae, entre ellos destacan los de Kenrick y Knox (1989) y Kenrick (2003), en la
Tribu Acacieae, donde describen las relaciones polen-pistilo en especies australianas del género
Acacia; se analizan las caracteristicas de la inflorescencia y del polen, junto con la potencialidad de
germinacion de los granos de polen y su relacion con las caracteristicas distintivas del estigma;
ademas, explican las posibilidades de fertilizacion y auto-incompatibilidad, relacionadas con los
mecanismos de polinizacion y la formacién de frutos.

Para este mismo género, Baranelli et al. (1995), realizaron un trabajo con A. caven (Mol.)
Mol., en la region central de Argentina, analizaron el tipo de polinizacion dominante, asi como la
eficiencia reproductiva de las poliades, utilizaron la relacion del nimero de granos de polen y el
numero de ovulos por flor, ademas los periodos de floracion y fructificacion, en condiciones

naturales; a través de las observaciones y registros de las variaciones en las caracteristicas florales
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como: el nimero de flores por capitulo, estambres por flor, poliades por antera, granos de polen por
poliade y 6vulos por ovario. Observaron una adaptacion muy marcada, entre la poliade y el estigma,
en donde s6lo una poliade puede depositarse en el estigma, y la relacién uno a uno entre los granos
de polen en una poliade con los 6vulos y el nimero de semillas en un ovario. Con base en esto, la
relacion poliades y 6vulos, sugiere que se lleva a cabo la xenogamia facultativa en este taxon de
Acacia.

Por otra parte, Taisma (2008), elabor6 un estudio sobre el crecimiento de tubos polinicos y
su eficiencia reproductiva en A. glomerosa Benth., en un bosque seco premontado a 300 m de altitud;
asimismo, analizé distintas variables involucradas en la reproduccion sexual tomando en cuenta la
relacion del numero de flores por inflorescencia, estambres por flor, poliades por estambre, polen
por poliade, pistilos con poliades viables y no viables y nimero de tubos polinicos por poliade viable;
también analizo el namero de frutos por inflorescencia, de semillas por fruto y de 6vulos por ovario
y la viabilidad de los granos de polen cuando se depositan en un estigma receptivo. De los pistilos
con poliades (127), el 61.05% presenta poliades viables y el resto (81) inviables; las poliades viables
presentaron siempre tubos polinicos en los estilos, concluyendo que ca. el 90% de los pistilos con
poliades viables, presentaban seis 0 mas tubos polinicos en desarrollo.

Gassama-Dia et al. (2003), realizaron otro estudio de biologia reproductiva con Faidherbia
albida (Del.) A. Chev., de la tribu Acacieae, en una zona semiarida de Senegal en Africa. En este
estudio se analizé la fenologia, la floracion y fructificacion en cinco poblaciones naturales, aportando
detalles de los mecanismos de polinizacion de esta especie. Se considera que la inflorescencia para
esta especie, actia como la unidad de polinizacion y se evalua la receptividad del estigma, que
alcanza su punto maximo, inmediatamente después de la antesis. Sefialan que, cuando el estilo se

elonga por completo, el estigma se llena de un exudado que permite la adhesion del polen; entre el
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75-80% por ciento de estigmas observados después de la antesis presentaron sélo una poliade en su
superficie y del 16 al 25% dos poliades.

En la tribu Ingeae, Taisma (2007), realizd un estudio morfométrico de las inflorescencias
(espigas y racimos), en 19 taxa de los géneros Albizia, Calliandra, Enterolobium, Inga,
Pithecellobium, Zapoteca y Zigia; analizo las correlaciones entre las dimensiones del raquis de las
inflorescencias y el nimero total de las flores por inflorescencia, nUmero de estambres por flor,
numero de estambres por inflorescencia, nimero de granos de polen por flor, nimero de granos de
polen por inflorescencia y relacion polen-6vulo. En cuanto a tipos morfolégicos de inflorescencia,
sexualidad y tipo de poliade para los taxa estudiados, se encontré una correlacion significativa entre
las dimensiones del raquis de las inflorescencias y las variables cuantitativas; relacionadas con la
asignacion de recursos en la formacion de estructuras masculinas y femeninas.

Para la tribu Mimoseae, Seijo y Solis (2004), analizaron los mecanismos de formacion de las
poliades y su significado en la biologia reproductiva de Mimosa bimucronata Kuntze, observaron
que, las anteras contienen cuatro sacos de polen con ca. 500 poliades por I6culo, de 16.5 x 11.5 pm
cada una, sumando un total de ca. 2000 poliades por antera; este taxon, presenta ocho anteras por
flor, y alcanza a producir ca. 16,000 poliades por flor. El estigma tiene forma de pozo (pit-shaped)
y sus dimensiones internas son tan estrechas, de manera que sélo una poliade puede introducirse,
con el eje mayor paralelo al eje longitudinal del estigma. También analizaron la relacion del namero
de poliades por flor con el numero de évulos por ovario. En esta relacion observaron que el nimero
de granos de polen por poliade (8), coincide con el numero promedio de 6vulos por ovario (8.06+

0.36).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Conocer las caracteristicas morfologicas y el tamafio de los granos de polen, asi como su relacién
con la forma y el tamafio del estigma de la flor y con el desarrollo de los tubos polinicos para

contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva del género Mimosa.

3.2. Objetivos particulares

e Describir la morfologia de los granos de polen de cinco especies de Mimosa.

e Describir y analizar comparativamente la morfologia y anatomia del gineceo de cinco
especies de Mimosa.

e Analizar de manera comparativa la relacion polen-estigma en cinco especies de Mimosa.

e Analizar de forma comparativa la viabilidad del polen

e Observar y registrar el nimero de granos de polen por antera.

e Observar y describir la germinacion de los granos de polen.

e Describir y analizar de modo comparativo el nimero de flores bisexuales y estaminadas por
inflorescencia.

e Registrar el nimero de 6vulos por ovario, frutos por inflorescencia y produccion de semillas

por fruto.

3.3. Hipotesis

Si la forma, el tamafio y el tipo de asociacion del polen estan relacionados con la formay el
tamario del estigma de la flor en las especies de Mimosa, entonces, las caracteristicas morfoldgicas

de estas estructuras repercutirdn en la biologia reproductiva de las especies estudiadas del género.
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4. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos se presentan de la siguiente manera: 1) Criterios para la seleccion de
especies; 2) Revision de material de herbario y colecta de material fresco; 3) Revision de las
caracteristicas morfologicas de las inflorescencias y las flores; 4) Registro del nimero de granos de
polen por antera; 5) Viabilidad del polen y germinacién de los granos de polen, 6) Morfologia del
gineceo por medio de microscopia electronica de barrido (MEB); 7) Técnicas histoldgicas para
observar el gineceo en microscopia de luz (ML); 8) Procesamiento de botones florales para la
obtencion del polen y su analisis en microscopia de luz (ML) y en microscopia electronica de barrido
(MEB); 9) Registro del nimero de frutos por inflorescencia y del nimero de semillas por fruto; 10)

Andlisis estadisticos.

4.1. Criterios para la seleccién de los taxa

Las caracteristicas que permitieron elegir a los taxa; destacan la forma de crecimiento; en Mimosa
se observan desde hierbas anuales o bianuales hasta arboles. En este trabajo se incluyeron taxa con
las siguientes formas de vida: arboles, arbustos erectos, hierbas rastreras y sufruticosas. Ademas se
incluyen taxa con una distribucion restringida a un area en particular, con amplia distribucion en
México, amplia distribucion en América y con distribucion pantropical. Otro criterio utilizado fue
el tipo de habitat en que se desarrollan los taxa; desde climas calido-secos hasta calido-humedos y
con algunas particularidades como dunas costeras.

Las inflorescencias en los taxa seleccionados, enmarcan la variedad de formas en el género;
desde espigas laxas y cortas a espigas densas y largas 0 capitulos globosos y subglobosos. Las

legumbres pueden ser sésiles o estipitadas con valvas enteras o divididas en artejos, no comprimidas
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entre las semillas a comprimidas, con o sin margen persistente, y con indumento desde hispido,
sericeo a tomentuloso; los taxa seleccionados representan parte de la amplia variacion de las
caracteristicas que conforman a los frutos en el género.

La variacion en la forma del estigma permitio elegir los tipos méas destacados, desde el que
presenta un apice filiforme o poro terminal, incluyendo los de tipo cupuliforme y tubular hasta el
oblicuamente infudibuliforme. Por otro lado, las asociaciones del polen, representadas en los taxa
seleccionados; tienen tétrades esferoidales cruzadas y aplanadas, tétrades elipsoidales y bitétrades
elipsiodales cruzadas; ademas de la variacion en el tamafio.

Con la representacion de esta amplia gama de caracteristicas, habitat y distribucion
geografica, se seleccionaron los siguientes taxa como objeto de estudio: Mimosa camporum Benth.;
M. benthamii J. F. Macbr. var. benthamii; M. luisana Brandegee; M. pigra L. var. pigra y M.

quadrivalvis L. var. quadrivalvis (Cuadro 1).
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Cuadro 1 Caracteristicas consideradas para la seleccién de los taxa en estudio.

enteras, 1-3.5 mm.

dunas costeras

Taxa Tipo de Tipo de estigma Tipo de Tipo de fruto Forma de vida Habitat Distribucion
Inflorescencia asociacion del geogréfica
polen
M. camporum Capitulos globosos Infundibuliforme Tétrades oblongo, Hierbas anuales Ambientes Amplia distribucion
esferoidales recto, ligeramente a sufruticosas calido- en América Tropical
comprimido entre las erectas o himedos
semillas, artejos 1-3 decumbentes
20-60 cm
M. benthamii Espigas Apice del estilo Bitétrades curvado, Arbustos o Ambientes Endémica de México
var. benthamii atenuado elipsoidales no comprimido entre las arboles secos (Gto., Gro., Jal.,
rotadas semillas, artejos (4-)5-9(- 1.0-6.0m Méx., Michoacan,
10) Mor., Nay., Oax.,
Pue. y Zac.)
M. luisana Espigas Apice del estilo Bitétrades linear, curvado, Arbustos 0 Ambientes Endémica del Valle
atenuado elipsoidales comprimido entre las arboles secos de Tehuacan-
rotadas semillas, artejos (2-)3-8 1.0-45m Cuicatlan, Puebla 'y
Oaxaca
M. pigra Capitulos globosos Apice de estilo Tétrades oblongo, recto a curvado, Arbustos Ambientes Distribucion
var. pigra Angostamente elipsoidales no comprimido 1.0-3.0m célido- pantropical
cupuliforme aplanadas entre las semillas, artejos hiimedos,
7-25, cartilaginoso, areas
indehiscente, sellado por inundables
membranas laterales
M. quadrivalvis Capitulos globosos Apice del estilo Tétrades linear o linear-oblongo, Hierbas erectas Ambientes Endémica de México
var. quadrivalvis tubular elipsoidales recto, no comprimido o rastreras de calido- (Veracruz)
aplanadas entre las semillas, valvas 0.4-1.0m himedos,

Tomado de: Grether, 1997; Martinez-Bernal, 2003; Martinez-Bernal y Grether, 2006; Grether et al., 2007; Martinez-Bernal et al., 2008
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4.2. Revision de material de herbario y colecta del material fresco

Se realizd una revision de ejemplares botanicos de los cinco taxa de Mimosa a estudiar depositados

en el Herbario Metropolitano “Ramdén Riva y Nava Esparza” (UAMIZ), para obtener informacion

sobre los periodos de floracion y de fructificacion, y de algunas localidades para obtener los

itinerarios de las salidas de campo. Posteriormente, se realizaron varias excursiones a los estados de

Puebla, Oaxaca y Veracruz, para colectar el material fresco de inflorescencias en boton y en antesis,

asi como de ramas con frutos maduros; se colectd material de tres individuos por taxa; elegidos al

azar. Todos los ejemplares herborizados de referencia, de cada uno de los individuos, se depositaron

en la coleccion del Herbario Metropolitano (Cuadro 2).

Cuadro 2. Colectores, numero de colecta y de registro de los ejemplares depositados en el Herbario
Metropolitano “Ramon Riba y Nava Esparza”.

Taxa

E. L. Martinez-Olivares et al.
N° de colecta

N° Registro del Herbario
UAMIZ

M. camporum 19 74275, 74276, 74277
20 74281, 74282, 74283
21 74281, 74282 74283
M. benthamii 40 74284, 74285, 74286
var. benthamii 41 74287, 74288, 74289
42 74290, 74291, 74292
M. luisana 6 74293, 74294, 74295
9 74296, 74297, 74298
10 74299, 74300, 742301
M. pigra 24 74266, 74267, 74268
var. pigra 25 74269, 74270, 74271
27 74272, 74273, 74274
M. quadrivalvis 22 74257, 74258, 74259
var. quadrivalvis 34 74260, 74261, 74262
35 74263, 74264, 74265

Colectores: Grether, Camargo-Ricalde, Martinez-Bernal y Montafio-Arias
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Los botones florales se colocaron en bolsas de papel, una parte a temperatura ambiente y
otros humedecidos con alcohol al 70% dentro de bolsas de plastico y se mantuvieron a 4°C. Las
inflorescencias con flores en antesis se fijaron con glutaraldehido al 3% en amortiguador de fosfatos

1IN (Bozzola y Russell, 1999) y con FAA (Lopez-Curto et al., 2005).

4.3. Revision de las caracteristicas morfoldgicas de las inflorescencias y las flores

Las inflorescencias con flores en antesis, previamente fijadas en glutaraldehido; se colocaron en
alcohol al 70%. Se analiz6 una inflorescencia por individuo y por taxon, con un microscopio
estereoscopico Leica GZ6 y con una reglilla micrométrica. Se midieron las caracteristicas
morfologicas y se elabor6 una base de datos. Las caracteristicas florales registradas se registran en

el Cuadro 5; cada verticilo se midio desde la base hasta el apice.

4.4. Registro del nimero de granos de polen por antera

La produccion de granos de polen por antera en los taxa estudiados, se obtuvo cuantificando el
numero de poliades por antera y haciendo una estimacion de los granos individuales por antera. Para
contabilizar el nimero de granos por antera se utilizé una cdmara Neubauer, se disgrego el contenido
de una antera en una solucion de lactofenol y glicerina 3:1 (Hokche y Ramirez, 2006), con azul de
anilina al 1%, en un volumen de 0.3 ml. Los conteos se realizaron 10 replicas por cada uno de los
individuos registrando un total de 30 conteos por cada taxa, para calcular la concentracion de

poliades en un volumen conocido (0.3 ml).
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4.5. Viabilidad del polen y germinacion de los granos de polen

La viabilidad de los granos de polen se observo a través de tres de méetodos de tincion: Aceto-carmin,
Lugol y Azul de Algodon (Tivo e Iglesias-Andreu, 2003). Se utilizaron inflorescencias en botdn, se
eligieron 10 botones por individuo y por cada taxa al azar, para obtener entre 8-10 anteras por cada
botdn seleccionado, dependiendo del taxon y se colocaron en portaobjetos con cada uno de los
colorantes sefialados, colocando los cubreobjetos y se realiz un squash para liberar los granos de
polen de las anteras. Con cada uno de los métodos de tincion se realizaron tres repeticiones para cada
uno de los individuos con un total de 9 repeticiones por taxa. Posteriormente, se contabilizaron 300
granos por cada repeticion por medio de una reticula ocular a 40X.

Los granos de polen fueron considerados viables, en cada uno de los tratraminetos; cuando
se observaron con el citoplasma tefiido y la pared celular completa, es decir sin rupturas. El polen
obtenido de botones florales frescos recién colectados y de muestras almacenadas entre 6 a 11 meses,
mantenidos en refrigeracion a -10°C, en el Laboratorio de Biosistematica de Leguminosas de la
UAM-I, se sometieron a tres tratamientos para detectar su viabilidad.

La germinacion in vitro, se realizO mediante cinco métodos: tres con distintas
concentraciones de sacarosa (10%, 30%, 50%) y acido borico al 1%, en agua destilada; dos medios
de cultivo, se prepararon de acuerdo al método propuesto por Krishnamurthy (1988), con una
variante del mismo, correspondiente a la concentracion de los nutrimentos agregados en los medios
de cultivo 4 y 5 (Cuadro 3).

Se mantuvo la concentracion de sacarosa al 10% y con distintas concentraciones de
nutrimentos. Los medios de cultivo con los granos de polen se revisaron cada 30 minutos y se
mantuvieron en un horno a 26°C, posteriormente, se verificaron cada dos horas, para registrar si

ocurria la germinacion de los granos, tomando una pequefia muestra y observandola en un
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microscopio optico (Cuadro 3). La germinacion del polen se considero, cuando el tubo polinico

emitido presentd una longitud de mayor o igual tamarfio al didmetro de la monade (Gonzaélez et al.,

1995).

Cuadro 3. Medios de cultivo utilizados para la germinacion de granos de polen.

Medio de cultivo 1 | Medio de cultivo 2 | Medio de cultivo 3 Medio de cultivo 4 Medio de cultivo 5
8 horas 32 horas
sacarosa sacarosa sacarosa Sacarosa Sacarosa
10% 30% 50% 10 % 10%
acido bérico acido bérico acido borico acido borico acido bérico
1% 1% 1% 6 mg 2mg
Agua agua
20cc 20cc
CaNOs KNO3
6 mg 9.3 mg
MgSOs CaCl
2mg 5.3 mg
MnSQO, MgSO.
2 mg 2mg
MnSO,
2mg

4.6. Morfologia del gineceo por medio de microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se obtuvieron flores en antesis de inflorescencias frescas, de las cuales se separaron los gineceos
para su observacion en microscopia electronica de barrido. Para el andlisis de los gineceos se usaron
dos fijadores; el primero con glutaraldehido al 3% en una solucion de amortiguador de fosfatos 1N
durante dos horas (Bozzola y Russell, 1999); posteriormente se realizaron tres lavados con
amortiguador de fosfatos para eliminar el excedente del fijador. El segundo tratamiento se realizd
con tetradxido de osmio (OsOas) al 1% y se mantuvieron por dos horas como méaximo a una
temperatura de 4°C, se retiré el fijador y se realizaron tres a cuatro lavados con amortiguador de
fosfatos y se procedio a realizar la técnica de deshidratacion y desecacion a punto critico. La
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deshidratacion del material se hizo con alcohol etilico con concentraciones variables, desde el 10%
hasta el 96%, los cambios se realizaron cada 20 minutos. EI material se coloco en cépsulas

microporosas de 120 um embebidas en alcohol absoluto.

La desecacion consiste en sustituir el alcohol por CO; liquido, sometiendo el material a una
temperatura de 36.1°C y a una presion de 1070 Ib/pg?. Para que el CO, se mantenga liquido y
sustituya al alcohol es necesario enfriar la camara en donde se encuentran las muestras, controlando
la presion (Bozzola y Russell, 1999). Una vez eliminado el alcohol, se induce la desecacion a punto
critico llevando el COza la temperatura critica para transformarlo de la fase liquida a la gaseosa. El
CO: es eliminado muy lentamente y sustituido por aire. Una vez que la cAmara en donde estan las
muestras alcanza una presion normal, las muestras se retiran para ser recubiertas 1o mas pronto
posible con oro-paladio. Las muestras se pueden conservar en las capsulas microporosas, dentro de
un desecador que contenga silica-gel y despues, ser recubiertas con oro-paladio.

El montaje de las muestras se realizo sobre portaespecimenes de aluminio, para adherir las
muestras se utilizo cinta de carbon de doble cara; las muestras de gineceos se colocaron de tal manera
que se pudieran observar todas las caracteristicas a analizar; después, se realizo el recubrimiento de
oro-paladio. Las muestras se observaron y se fotografiaron en un Microscopio electronico de barrido

Jeol-5900LV a un voltaje de 12 Kv; utilizando electrones retrodispersados y secundarios.

4.7. Técnicas histoldgicas para observar el gineceo en microscopia de luz

Los gineceos fijados en glutaraldehido se procesaron por medio de la aplicacion de la técnica de
inclusion en LR-White (Lopez-Curto et al., 2005), para ello, se realizaron cambios graduales en
alcohol, desde el 70% hasta el alcohol absoluto, posteriormente, se realizé la inclusion del material

en una mezcla de etanol 96% y de la resina LR-White, en distintas proporciones, cada cambio con
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un tiempo promedio de una hora, exceptuando el de LR-White al 100%, que se dejo por 24 horas,
en todos los casos a 4°C.

Posteriormente, los gineceos se colocaron en céapsulas de gelatina con resina al 100% y se
orientaron de tal manera que quedaran lo mas cercanos a la parte convexa de la capsula; las capsulas
se colocaron dentro de una estufa, durante 24 horas a 56° C; para la polimerizacién de la resina (LR-
White puro); una vez polimerizada la resina, se realizaron cortes con un ultramicrotomo Leica
ultracut UCT.

Los cortes obtenidos se montaron sobre portaobjetos y se tifieron por medio de la técnica de
Azul de toluidina (Lépez-Curto et al., 2005); los cortes se montaron en resina (Entellan); las

muestras se observaron y fotografiaron.

4.8. Procesamiento de botones florales para la obtencién del polen y su andlisis en

microscopia de luz (ML) y en microscopia electronica de barrido (MEB)

Para realizar el estudio comparativo de los granos de polen se utilizé la técnica de acetolisis
(Erdtman, 1960) modificada por (Martinez-Hernandez, 1970) y para Mimosa (com. pers., Martinez-
Bernal y Grether; Anexo 1), el material se monto con gelatina glicerinada, se procesaron 8 laminillas
por taxa y se tomaron fotomicrografias del polen por medio de un microscopio de campo claro
Olympus, marca provis AX70.

Las caracteristicas morfométricas del polen se analizaron midiendo 30 granos de polen por
individuo, resultando un total de 90 granos de polen por taxa, se tomaron en cuenta las siguientes
caracteristicas: diametro mayor (DM) y didmetro menor (dm) de la asociacion del polen; eje polar

(ep), eje ecuatorial (ee), grosor de la exina, ornamentacion y nimero de aperturas de las monades.
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Por otra parte, del material que se reservo al realizar la técnica de acetolisis, se desecé a punto
critico (Bozzola y Russell, 1999) para el procesamiento y montaje de los granos de polen en
portaespecimenes y obtencion de fotomicrografias en microscopia electronica de barrido (MEB)

(Anexo 2).

4.9. Registro del numero de frutos por inflorescencia y del nimero de semillas por fruto

De los tres individuos por taxon que se colectaron, se seleccionaron varias ramas con frutos al azar.
De las ramas se eligieron un total de 90 inflorescencias por taxon, 30 por individuo y se registro el
numero de frutos por inflorescencia, asi como el nimero de semillas por fruto, los datos obtenidos
se incorporaron a una base de datos. Estos valores junto con el nimero de flores/inflorescencia de

cada individuo, se utilizaron para estimar la produccion de semillas por individuo.

4.10. Andlisis estadisticos

Se aplico un analisis univariado para cada una de las variables, con el objetivo de obtener el maximo,
minimo, media, mediana, moda, error estandar, desviacion estandar. Posteriormente, se aplico el
analisis univariado para cada taxon con el fin de obtener el maximo, minimo, media, mediana, moda,
error estandar, desviacion estandar de los individuos y de los taxa. Se elaboraron cuadros
comparativos entre los individuos de cada taxon y entre los cinco taxa.

Una vez realizado el analisis univariado, se aplicé una prueba paramétrica (analisis de
varianza, ANOVA P<0.05), siempre y cuando se hubieran cumplido los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, seguida por una prueba de Tukey (P<0.05), cuando se encontraron diferencias

significativas entre los taxa (Daniel, 2008). De lo contrario, se aplico una prueba no paramétrica de
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Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de Comparacion Mdltiple del valor de “Z” (Dunn’s), con el
fin de evaluar diferencias significativas entre los taxa (Zar, 2010).

Los gréaficos incluidos en los resultados se elaboraron con los valores promedio representados
por las barras y del error estandar sefialado por las lineas sobre las barras, de cada una de las
caracteristicas analizadas. Los andlisis estadisticos aplicados a cada una de las variables de describen

a detalle en el cuadro 5.
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Cuadro 4. Pruebas estadisticas aplicadas a los caracteres medidos; (v) se aplicd la prueba, (¥) no se

aplico la prueba.

Variables analizadas Estadistica | ANOVA | Tukey | Kruskal-Wallis
Descriptiva
Caracteristicas morfométricas

Numero de flores por inflorescencia v v v x

Longitud de la bractea floral 4 x x 4

Anchura de la bractea floral 4 v 4 x

Longitud total de la flor v v x x

Longitud del caliz 4 v 4 x

Longitud de la colora 4 v 4 x

Longitud de los estambres medianos v x x v

Longitud de los estambres largos 4 4 4 x

Longitud del gineceo 4 4 4 x

P<0.06
Longitud del estipite del ovario 4 x x 4
Produccién y viabilidad del polen

Produccion del poliades por antera v raiz v v x
cuadrada

Produccion de granos de polen por antera v raiz v v x
cuadrada

Produccion del poliades por antera/flor v raiz 4 4 x
cuadrada

Produccion del poliades por v'log 10 v v x

antera/flor/inflorescencia

Viabilidad del polen con Acetocarmin v v v x

Viabilidad del polen con Lugol v v v x

Viabilidad del polen con Azul de algodén 4 x x 4

Viabilidad de granos de polen por tratamiento v v x x

factorial
Caracteristicas morfométricas del polen

Diametro mayor de las poliades 4 x x v

Diametro menor de las poliades 4 x x v

Longitud del eje polar de las moénades 4 x x 4

Longitud del eje ecuatorial de las monades v x x v

Estimacidn del éxito reproductivo
Numero promedio de frutos por inflorescencia 4 4 4 x
NUmero promedio de semillas por individuo 4 4 4 x
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5. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se presentan en forma comparativa para los taxa estudiados: Mimosa
camporum, M. benthamii var. benthamii, M. luisana, M. pigra var. pigra y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis. Los diferentes aspectos que se tomaron en cuenta para el estudio de la biologia
reproductiva, fueron organizados de la siguiente manera: 5.1) Caracteristicas morfoldgicas de las
inflorescencias y las flores; 5.2) Produccion de polen; 5.3) Viabilidad y germinacion de los granos
de polen; 5.4) Micromorfologia y anatomia comparada del gineceo; 5.5) Morfologia comparada del
polen; 5.6) Relacion polen-estigma 'y, 5.7) Estimacion del éxito reproductivo: Numero de frutos por

inflorescencia y del niamero de semillas producidas por individuo.

5.1. Caracteristicas morfologicas de las inflorescencias y las flores

Los taxa estudiados presentan dos tipos de inflorescencias: capitulos y espigas, con diferentes

arreglos como se describe a continuacién (Figura 1).

—
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) ¢) M. benthamii d) M. pigra e) M. quadrivalvis
a) M. camporum b) M. luisana var. benthamii var. pigra var. quadrivalvis

3
A

Figura 1. Tipos de inflorescencias, con respeto a su forma y tamafio a) Capitulos globosos; b) Espigas cortas; c)
Pseudoracimo de espigas; d) Capitulos globosos a subglobosos; e) Capitulos globosos.
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El namero de flores por inflorescencia interespecifica mostré diferencias significativas (Fa,

15=395.17; P<0.0001; Figura 2).
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var. benthamii var.pigra Var.quadrivalvis

Figura 2. Produccidn de flores por inflorescencia entre los taxa; letras diferentes indican diferencias significativas
(Tukey).

Las inflorescencias en Mimosa camporum estan organizadas en capitulos globosos de 5-9
mm de didmetro, con 10-30 flores, con una proporcién sexual de (9-29) bisexuales y (1) estaminada,
axilares, solitarios o en fasciculos de dos; bracteas tan largas como la corola 0 mas que ella, con (2.2-
)3.1(-3.7) mm de largo y (0.9-)1.0(-1.3) mm de ancho, lanceolado-elipticas, setosas o glabras,
estriadas, el margen setoso.

Por otro lado, M. benthamii var. benthamii tiene espigas de 5.0-12.5 cm de largo, densas, con
263-291 flores, solo bisexuales, axilares y en fasciculos de 2-5 y arregladas en paniculas; bracteas

de (1.0-)1.3(-1.7) mm de largo y (0.2-)0.4(-0.6) mm de ancho, espatuladas, sericeas, margen sericeo.
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En el caso de Mimosa luisana, presenta espigas de 1.0-2.8 cm de largo, laxas, con 62-71
flores bisexuales, axilares, solitarias y en fasciculos de 2(-3) y en paniculas; bracteas (0.7-)1.2(1.9)
mm de largo y (0.2-)0.4(-0.5) mm de ancho, oblanceoladas, sericeas.

En Mimosa pigra var. pigra, las inflorescencias se presentan en capitulos globosos a
subglobosos de 1.0-1.8 cm de diametro, densos, con 63-82 flores bisexuales, axilares, solitarios 0 en
fasciculos de 2-4 y en ramas racemiformes axilares y terminales; bracteas (1.2-)1.5(-1.8) mm de
largo y (0.4-)0.6(-0.7) mm de ancho linear-lanceoladas u oblanceoladas, densamente estrigosas a
hispidas y puberulentas o glabras o puberulentas, no estriadas, el margen largamente setoso o ciliado.

En Mimosa quadrivalvis var. quadrivalvis, las inflorescencias se presentan en capitulos,
globosos, de 1-2 cm de diametro; laxos, con 24-31 flores, con una proporcién sexual de (16-25)
bisexuales y (2-8) estaminadas, axilares, solitarios o en fasciculos de dos, bracteas (0.7-)0.9(-1.2)
mm de longitud y (0.2-)0.3(-0.4) mm de anchura, espatuladas, glabras, el margen liso.

Las caracteristicas de la morfometria de las flores que se registraron se describen a detalle en

el Cuadro 6.

5.1.1. Tamafo de las bracteas florales (longitud y anchura)

Las bracteas florales tienen distintos tamarfios entre los taxa. En cuanto a la longitud de la bractea, se
observaron diferencias significativas (H4=12.033; P=0.017), por lo que, la longitud de la bractea en
M. camporum, difiere con respecto de M. luisana y M. quadrivalvis var. quadrivalvis; mientras que,
M. pigra var. pigra difiere s6lo de M. quadrivalvis. La longitud de la bractea en M. benthamii var.
benthamii no presenta diferencias significativas con respecto a los otros taxa (Figura 3).

En la anchura de la bréctea, se observaron diferencias significativas (Fas, 15=96.49;

P=0.0001), M. camporum se diferencia de los otros cuatro taxa, por tener la bractea mas ancha; por
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otro lado, M. benthamii var. benthamii, M. luisana y M. quadrivalvis var. quadrivalvis que no
presentaron diferencias significativas entre si, se caracterizan por tener la bractea méas angosta. Sin
embargo, M. pigra var. pigra, difiere significativamente de los demas taxa; por presentar un tamafio

intermedio de la bractea con respecto a los otros taxa (Figura 3).
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Figura 3. Tamafio de la bractea floral (longitud y anchura) entre los taxa; las letras diferentes sefialan diferencias
significativas. Mayusculas sefialan la anchura de la bractea (Tukey). Minusculas sefialan el largo de la bractea
(Kruskal-Wallis).

5.1.2. Morfologia de la flor

En M. camporum las flores son bisexuales, sésiles; caliz (0.3-)0.4(-0.5) mm de largo, 4-lobado,
campanulado, glabro, el margen escasamente ciliado; corola (1.8-)2.4(-3.6) mm de largo, 4-lobada,
rosada a purpurea, los I6bulos son glabros a escasamente setosos, 16bulos libres en 1/3 de la longitud
de la corola; estambres 8, los filamentos libres de color lila, ovario sésil, largamente hispido, el estilo

es solido y el estigma es oblicuamente crateriforme (Figura 4 a, b).
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Para M. benthamii var. benthamii todas las flores son bisexuales, sesiles; caliz (0.8-) 1.1(-
1.6) mm de largo, campanulado, 5-lobado, sericeo margen largamente ciliado; corola (1.6-)2.1(-2.7)
mm de largo, 5(-6)-lobada, rosada a purpurea, sericea, I16bulos libres en 1/3 de la longitud de la
corola; estambres 10, filamentos libres, de color lila; ovario sésil a ligeramente estipitado, sericeo,
estilo es solido y el estigma es poriforme (Figura 4 c, d).

En el caso de M. luisana tiene flores bisexuales sésiles; caliz (0.4-)0.5(-0.7) mm de largo,
campanulado, 4(-5)-lobado, margen ciliado, sericeo; corola (1.9-)2.2(-2.5) mm de largo, 4(-5)-
lobada, rosada, a purpdrea, sericea, l6bulos libres en 1/3 de la longitud de la corola; estambres 8(-
10), filamentos libres, lila; ovario estipitado, sericeo, el estilo es sélido, estigma poriforme (Figura
4e).

Las flores en M. pigra var. pigra son bisexuales, sesiles; el caliz (0.5-)0.7(-0.8) mm de largo,
4-lobado, laciniado, el margen liso; corola (2.4-)2.9(-3.5) mm de largo, 4-lobada, estambres 8, los
filamentos fusionados en la base, de color lila; ovario sésil a ligeramente estipitado, largamente
hispido o pubescente, el estilo es sélido, el estigma es tubular (Figura 5 a, b).

En M. quadrivalvis var. quadrivalvis se presentan flores bisexuales y algunas estaminadas,
cortamente pediceladas, el pedicelo de 0.2 mm; caliz (0.6-)0.8(-0.9) mm de longitud, 5-lobado,
campanulado, glabro, el margen liso, corola (2.2-)2.7(-3.5) 5-lobada, rosada, glabra, los 16bulos
libres en 1/3-1/2 de la longitud de la corola; estambres 10, los filamentos libres, de color lila; ovario
sésil a cortamente estipitado, glabro a pubescente, con el margen ligeramente equinado, el estilo es

solido y el estigma cupuliforme (Figura 5 c, d).
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Figura 4. Fotomicrografias en ML de las flores de Mimosa. a. Flores de M. camporum; b. Acercamiento de los
estambres, estilo y estigma de M. camporum; c. Flores y bracteas de M. benthamii var. benthamii; d. Acercamiento
de los filamentos y las anteras, estilo y estigma de M. benthamii var. benthamii; e. Flor y bractea de M. luisana.
(b=bractea, co=corola, o=ovario, e=estilo, s=estigma st=estambres, f=filamento, a=antera, c= conectivo, t=teca).
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Figura 5. Fotomicrografias en ML de las flores de Mimosa. a. Flores de M. pigra var. pigra; b. acercamiento de
las anteras, estilo y estigma de M. pigra var. pigra; c. Flor de M. quadrivalvis var. quadrivalvis; d. acercamiento de
las anteras, estilo y estigma de M. quadrivalvis var. quadrivalvis. (b=bréactea, k=céliz, co=corola, o=ovario, e=estilo,
s=estigma st=estambres, a=antera, c= conectivo, t=teca).

5.1.3. Longitud total de la flor

La longitud total de la flor registrada de la base de la corola al apice del estigma, no mostrd
diferencias significativas (Fs,15=2.97; P= 0.074) entre los taxa. Sin embrago, es importante sefialar,
el valor promedio de esta estructura en cada uno de los taxa: M. luisana con ca. 7.28 mm, M.

camporum con ca. 6.89 mm, M. benthamii var. benthamii con ca. 6.81 mm, M. quadrivalvis var.
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quadrivalvis con ca. 6.77 mm; el rango de longitud no es amplio, lo que permite sefialar que la

longitud de las flores entre los taxa no varia (Cuadro 6).

5.1.4. Longitud del caliz y de la corola

Con respecto a la prueba aplicada a la longitud del caliz, se observé que existen diferencias
significativas (Fs, 15= 58.52; P<0.0001); M. benthamii var. benthamii tiene el céliz de mayor
longitud con respecto de los otros taxa, seguido de M. pigra var. pigra y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis con una longitud del caliz similar, por ultimo, se diferencian M. camporum y M. luisana
por presentar el caliz mas corto entre los taxa. En cuanto a la longitud de la corola, se observaron
diferencias significativas (Fs, 15=14.45; P=0.0003), donde M. pigra var. pigra’y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis presentan la corola con mayor longitud; sin embargo, y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis no difiere de M. camporum, pero si de los otros tres taxa; M. benthamii var. benthamii
y M. luisana se distinguen, de las tres anteriores, por tener la corola mas corta entre los taxa (Figura

6, Cuadro 6).
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Figura 6. Longitud del caliz y de la corola éntre los taxa, las letras diferentes sefialan diferencias significativas,
mayusculas sefialan la longitud del caliz; minudsculas sefialan la longitud de la corola (Tukey).

5.1.5. Longitud de los estambres

Los estambres presentaron longitudes variables, en un rango de 1-10 mm, por lo cual se separaron
en dos tamariios diferentes, medianos (3-6 mm) y largos (6.1-10 mm).

Los estambres medianos y largos se registraron en todos los taxa, en la longitud de los
estambres medianos (4.5-5.6 mm) se observaron diferencias significativas (Fs,15=11.67; P=0.0008)
entre M. camporum y M. pigra var. pigra, mientras que, M. pigra var. pigra difiere
significativamente de M. luisana y M. quadrivalvis var. quadrivalvis, pero no de M. benthamii var.
benthamii. Entre M. luisana, M. benthamii var. benthamii y M. quadrivalvis var. quadrivalvis no se
observaron diferencias (Figura 7).

Por otro lado, en la longitud de los estambres largos, se observaron diferencias significativas

(Fs,15=4.46; P=0.0251) sélo entre M. quadrivalvis var. quadrivalvis y M. camporum; mientras que,
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M. pigra var. pigra, M. luisana y M. benthamii var. benthamii no difieren significativamente de los

otros taxa (Figura 7).

5.1.6. Longitud del gineceo

Los datos de la longitud del gineceo muestran que hay diferencias significativas entre los taxa con
un nivel de confianza del 94% (F4,15=3.47; P=0.0503; «<0.06). El gineceo més largo se observo en
M. luisana y el de menor longitud en M. pigra var. pigra; ambos taxa difieren de la longitud del
gineceo de M. camporum, M. benthamii var. benthamii y M. quadrivalvis var. quadrivalvis, no se
observaron diferencias entre estos tres taxa y a su vez no difieren significativamente de los dos
primeraos.

Si bien la longitud de cada una de las partes que conforman el gineceo (estipite en su caso,
ovario, estilo y estigma) es diferente en cada uno de los taxa, en M. benthamii var. benthamii y M.
luisana el ovario es el mas corto de todos los taxa, en M. camporum y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis la longitud del ovario es ligeramente mayor que en las dos anteriores y en M. pigra var.

pigra (Figura 7, Cuadro 6).
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Figura 7. Longitud de los estambres y del gineceo; las letras diferentes sefialan diferencias significativas,
mayusculas sefialan la longitud de los estambres medianos; mindsculas sefialan la longitud de los estambres
largos; letras griegas sefialan la longitud del gineceo (Tukey).

5.1.7. Longitud del estipite del ovario

En M. camporum y M. quadrivalvis var. quadrivalvis, el ovario es sésil, mientras que, en los otros
tres taxa, el ovario es estipitado. Los datos sometidos al analisis, mostraron que la longitud del
estipite presenta diferencias significativas (F2, 9=11.51; P=0.0088); sefialando que la longitud del
estipite en M. pigra var. pigra no difiere significativamente de la de M. benthamii var. benthamii y
M. luisana, pero entre estos dos Gltimos taxa, si se observaron diferencias significativas. El ovario
con el estipite mas largo se observo en M. luisana y el mas pequefio en M. benthamii var. benthamii

(Cuadro 6).
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Cuadro 5. Caracteristicas morfométricas de las inflorescencias y de las flores de los taxa estudiados de Mimosa. Se presentan los valores

minimo y maximo, el promedio, asi como el error estandar, para cada carcateristica.

Caracteristicas de las inflorescencias y M. camporum M. benthamii M. luisana M. pigra M. quadrivalvis
de las flores var. benthamii var. pigra var. quadrivalvis
Numero de flores por inflorescencia 10-30 263-291 62-71 63-82 24-31
19.667 277.333 65.667 71.333 27
+5.783 +8.0897 +2.7284 +5.607 +2.081
Numero de flores bisexuales/ 9-29 263-291 62-71 63-82 16-25
inflorescencia 18.667 277.333 65.667 71.333 21.667
+5.783 +8.089 +2.728 +5.607 +2.848
Numero de flores estaminadas/ 1 0 0 0 2-8

inflorescencia 5.333
+1.763

Longitud de la bractea floral (mm) 2.205-3.693 1.0256-1.6996 0.7155-1.9487 1.153-1.820 0.717-1.156
3.137 1.324 1.219 1.472 0.898
+0.050 +0.009 +0.095 +0.008 +0.013

Anchura de la bractea floral (mm) 0.879-1.284 0.2308-0.6325 0.249-0.538 0.461-0.743 0.256-0.435
1.028 0.398 0.371 0.557 0.337
+0.010 +0.014 +0.007 +0.003 +0.004

Longitud total de la flor (mm) 5.019-7.643 5.307-8.048 6.197-8.412 5.564-7.628 5.641-7.794
6.898 6.812 7.282 6.649 6.775
+0.120 +0.059 +0.062 +0.015 +0.068

Anchura de la bréactea floral (mm) 0.8791/1.2845 0.2308-0.6325 0.249-0.538 0.461-0.743 0.256-0.435
1.0286 0.398 0.371 0.557 0.337
0.0103 +0.014 +0.007 +0.003 +0.004

Longitud del caliz (mm) 0.273-0.476 0.820-1.623 0.409-0.667 0.538-0.794 0.641-0.907
0.411 1.102 0.508 0.705 0.795
0.005 +0.038 +0.008 +0.006 +0.007

Longitud de la corola (mm) 1.794-3.566 1.6068-2.6829 1.968-2.454 2.359-3.487 2.179-3.445
2.410 2.098 2.230 2.911 2.684
+0.031 +0.010 +0.009 +0.016 +0.038

Cuadro 6. Continuacion...
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Caracteristicas de las inflorescencias y de M. camporum M. benthamii M. luisana M. pigra M. quadrivalvis
las flores var. benthamii var. pigra var. quadrivalvis

Longitud de estambres medianos 4.534-4.926 5.081-5.372 5.515-5.622 4.760-4.858 4.9949-5.560
(mm) 4.747 5.273 5.572 4.824 5.315
+0.114 +0.095 +0.031 +0.031 +0.167

Longitud de estambres largos 6.805-7.089 6.492-6.577 6.516-6.541 6.389-6.847 6.153-6.548
(mm) 6.909 6.528 6.528 6.657 6.393
+0.090 +0.025 +0.007 +0.137 +0.121

Longitud del gineceo 4.033-8.825 1.025-8.169 4.045-7.858 4.179-6.000 3.794-7.781
(mm) 6.448 6.551 6.903 5.304 6.684
+0.394 +0.524 +0.359 +0.152 +0.460

Longitud del estilo y estigma 2.922-7.238 3.461-7.00 3.208-6.625 2.538-4.205 2.769-6.533
(mm) 5.192 5.571 5.798 3.748 5.645
+0.244 +0.422 +0.392 +0.111 +0.372

Longitud del ovario 0.815-1.619 0.410-1.050 0.741-0.948 1.025-1.564 0.743-1.235
(mm) 1.2554 0.747 0.828 1.325 1.051
+0.100 +0.059 +0.004 +0.013 +0.058

Longitud del estipite del ovario 0 0.128-0.267 0.191-0.409 0.102-0.435 0
(mm) 0.179 0.2680 0.224
+0.014 +0.0013 +0.003
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5.2. Produccion de polen

5.2.1. Registro del nimero de granos de polen y poliades por antera

En el caso del numero de poliades, se encontraron diferencias significativas. En este conteo se
observaron diferencias significativas (Fs, 15=14.93; P=0.0003); entre M. benthamii var. benthamii
con ca. 1,142.5 y M. quadrivalvis var. quadrivalvis con ca. 542.5, mientras que, los otros tres taxa
no presentaron diferencias significativas con ninguna de las dos anteriores. La cantidad promedio de
poliades por antera en estos tres taxa es: M. camporum con ca. 863, M. luisana con ca. 687.1 y M.

pigra var. pigra con ca. 1,045.42 (Figura 8, Cuadro 7).

Con base en el nimero de poliades y de acuerdo al nimero de mdnadas por poliade, se hizo
una estimacion del namero de granos de polen individuales producidos por antera. En los taxa que
tienen poliades de ocho granos, se obtuvieron los siguientes valores: M. benthamii var. benthamii
con 9,140 y M. luisana con ca. 5,496 granos de polen por antera. En los taxa que presentan tétrades:
M. pigra var. pigra con 4,181, seguida por M. camporum con ca. 3,455 y M. quadrivalvis var.
quadrivalvis con ca. 2,170, granos de polen por antera; el analisis aplicado a estos valores mostré
diferencias significativas (Fs, 15=4.07; P=0.0326), sefialando que M. benthamii var. benthamii
difiere solo de M. quadrivalvis var. quadrivalvis, mientras que, cada una de estos taxa no presenta

diferencias con ninguno de los otros tres taxa (Figura 8).
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Figura 8. Produccion de poliades por antera y de granos de polen individuales por antera. Letras diferentes
sefialan diferencias significativas entre los taxa; mindsculas indican produccion de poliades por antera (Tukey),
y mayusculas, produccion de granos de polen individuales por antera (Tukey).

5.2.2. Registro del nimero de poliades por flor y por inflorescencia

Considerando el namero de poliades por antera, se hizo un célculo relativo de la produccion de
poliades por flor y por inflorescencia, conforme al numero de estambres y al numero de flores por
inflorescencia. En el nimero de poliades por flor no se observaron diferencias significativas (Fa,

15=1.40; P=0.3038); los valores obtenidos para cada una de los taxa se muestran en el Cuadro 7.

Con los valores obtenidos del nimero de poliades por flor, se hizo una estimacion del nimero

de poliades por inflorescencia, se observaron diferencias significativas (Fs,15=33.69; P=0.0001), asi
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como la variabilidad en la produccién de poliades por inflorescencia entre los taxa. Se observaron
tres grupos, el primero formado por M. benthamii var. benthamii con ca. 3, 135,113; el segundo
grupo lo constituyen M. luisana con ca. 452, 812 y M. pigra var. pigra con 784,320; y el tercer grupo

incluye a M. camporum con 133,020 y M. quadrivalvis var. quadrivalvis con 145,737 (Figura 9,

Cuadro 7).
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Figura 9. Produccion de poliades por inflorescencia. Las letras diferentes sefialan diferencias significativas entre
los taxa (Tukey).
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Cuadro 6. Caracteristicas cuantitativas del polen y morfologicas de la flor y de las inflorescencias de los taxa estudiados de Mimosa. Se
presentan los valores minimo y maximo, el promedio, asi como el error estandar, para cada conteo.

Nombre del taxon y

N° de poliades por

N° de granos de

N° de poliades por

N° de poliades por

Tipo de

tipo de asociacion antera polen por antera flor inflorescencia inflorescencia
del polen
M. camporum 667.5-1,181.25 2,670-4,725 8 estambres 112,860-160,200 Capitulo globoso
Tétrades 863.75 3,455 5,340-12,600 133,020
+160.22 +640.88 7,960 +14,109.4
+2,326.46
M. benthamii 705-1,972.5 5,640-15,780 10 estambres 1,587,862.5-5,739,975 Espiga
var. benthamii 1,142.5 9,140 6,037.5-19,725 3,135,1125
Bitétrades +415.21 +3,321.63 11,087.5 +1,310,078.6
14,339.34
M. luisana 538.75-830 4,310-6,640 10 estambres 328,637-531,200 Espiga
Bitétrades 687.1 5,496.67 5,387.5-8,300 452, 812.5
+84.12 +672.96 6,870.83 +62,796.6
+841.21
M. pigra 650-1,245 2,600-4,980 8 estambres 687,240-834,120 Capitulo globoso
var. pigra 1,045.42 4,181.67 9,930-13,200 784,320
Tétrades +197.71 +790.85 11,030 +48,545.5
+1,085.035
M. quadrivalvis 450-716.25 1,800-2,865 10 estambres 108,000-186,225 Capitulo globoso
var. quadrivalvis 542.5 2,170 4,500-7,162.5 145,737.5
Tétrades +86.94 +347.74 5,425 +22,623.4
+869.36
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5.3. Viabilidad y germinacion de los granos de polen
5.3.1. Viabilidad del polen

Entre los granos de polen tefiidos con Acetocarmin se observaron diferencias significativas (Fa,
15=9.18; P=0.0022), indicando la variabilidad de polen viable entre los taxa. Por un lado M. luisana
con un 91.84%, junto con M. benthamii var. benthamii con un 82.18% de viabilidad, presentan el
mayor nimero de granos viables y se agrupan de manera independiente de M. camporum con un
72.98%, M. pigra var. pigra con 76.25% y M. quadrivalvis var. quadrivalvis con 73.31%; el

porcentaje de viabilidad entre estos tres taxa no mostré diferencias significativas (Figura 10).
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Figura 10. Viabilidad de los granos de polen con Acetocarmin. Letras diferentes sefialan diferencias significativas
(Tukey).

Los datos obtenidos de los granos de polen sometidos a tincion con Lugol, se evaluaron, por

medio del analisis que fue estadisticamente significativo (Fs, 15=4.46; P=0.0251); la viabilidad del
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polen entre los taxa varia de la siguiente manera: M. luisana con una viabilidad del 86.64% y M.
pigra var. pigra con 78.64% no difieren entre si; pero con respecto a los otros tres taxa, si se
observaron diferencias. El porcentaje de viabilidad en M. camporum fue del 74.73% y en M.
benthamii var. benthamii del 74.52%, sin embargo, estos taxa no difieren significativamente de M.
quadrivalvis var. quadrivalvis con 70.66% de polen viable, aunque ésta se distingue, por ser
diferente con respecto a los taxa de mayor porcentaje de viabilidad con este método de tincion

(Figura 11).
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Figura 11. Viabilidad de los granos de polen segun tincién con Lugol. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Tukey).

A los valores de viabilidad con tincion de Azul de Algodoén, se aplicd un anélisis que no
mostré diferencias significativas (Fs, 15=1.03; P=0.4372); sin embargo, es importante mencionar el
porcentaje de viabilidad en cada uno de los taxa. La viabilidad de los granos de polen mas alta, se

denota en M. luisana con 82.45%, seguida de M. pigra var. pigra con 81.53% y M. benthamii var.
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benthamii con 81.05%; mientras que los dos taxa restantes, M. quadrivalvis con 79.62% y M.
camporum con 73.28%, presentan el menor porcentaje de granos de polen viables.

Los datos de porcentaje de viabilidad entre los tratamientos, no mostrd diferencias
significativas (F4 15=1.05; P= 0.3639), por lo que, los tres métodos son adecuados para probar la
viabilidad del polen de los taxa estudiados.

En la Figura 12, se muestran los resultados obtenidos con los tres métodos aplicados a las
bitétrades de M. luisana, en la que los porcentajes de viabilidad fueron de ca. 92 % con acetocarmin,

ca. 89% con lugol y ca. 92% con azul de algodon.
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Figura 12. Viabilidad de los granos de polen de M. luisana observada con diferentes tratamientos. Tincién con
Acetocarmin (a, b); Tincion con Lugol (c, d), Tincién con Azul de Algodén (e, f). Nétese que en ¢ y e se observan
algunos granos de polen sin contenido celular, estos son considerados como no viables.
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5.3.2. Germinacion de los granos de polen

La germinacion de los granos de polen, sélo se observo en tres taxa de los cinco en estudio (Cuadro
8). En M. camporum, los granos de polen iniciaron la formacion del tubo polinico a los 30 minutos
de haber sido colocados en el medio de cultivo (1), y se registrd, al menos un grano de polen en
proceso de germinacion con un tubo de ca. 3 um de longitud. En la primera hora, seis granos de
polen mostraban un ligero crecimiento del tubo polinico de ca. 5 um. En la cuarta hora, ya no se
observo una elongacion mas pronunciada de los tubos polinicos. Debido a la baja respuesta de
germinacion, las muestras de polen de todas los taxa se cambiaron a los medios de cultivo (2) y (3),
en los que, después de 48 hrs, no se observaron cambios en los granos de polen.

De las otros taxa, solo en M. benthamii var. benthamii y M. luisana se observo la germinacion
en los medios de cultivo (2) y (3). En el primer taxa, se encontrd un tubo polinico de 3 um de largo
en la primera hora; a las cuatro horas se observo un tubo polinico de 5 um y después, de ocho horas,
ya no se observd elongacion del tubo polinico. En el segundo taxa, transcurridas las primeras tres
horas, se encontré un tubo polinico de ca. 5 um; posteriormente, ya no se observé mayor
crecimiento. En ambos taxa, se detectaron por lo menos dos monades en proceso de germinacion.
Después de transcurrir las primeras 24 hrs, en los medios de cultivo (1, 2 y 3), al no encontrar mayor
crecimiento del tubo polinico, se cambié al medio de cultivo (4), después de 48 hrs de no observarse

germinacion alguna, se cambid al medio de cultivo (5), en donde tampoco se observé cambio alguno.

49



Cuadro 7. Registro de la germinacion de los granos de polen en taxones de Mimosa. Los nimeros entre
paréntesis sefialan el medio de cultivo en que se mantuvieron los granos de polen. La numeriacion del
1-5 sefiala el medio de cultivo utilizado.

Taxa Tiempo transcurrido en el medio de cultivo
30 minutos 1 hora 3-4 horas 24-72 horas
M. camporum Elongacion de un | Elongacion de | No se observo | No se observo
tubo de 3 pm de | otro tubo de 5 | mayor mayor
longitud pm de longitud | crecimiento crecimiento
1) () ®) (4,5)
M. benthamii Se observo una | Elongaciondeun | Elongacion de | No se observo
var. benthamii ligera elongacion | tubo de 3 um de | otro tubo de 5 | mayor
2 longitud (3) pum de longitud | crecimiento
®) (4,5)
M. luisana No se observo | Se observé una | Elongacion de 2 | No se observo
germinacion  de | ligeraelongacién | tubos de 5 pm | mayor
polen 2 de longitud (3) | crecimiento
(4,5)
M. pigra No se observo | No se observo No se observd No se observo
var. pigra germinacion  de
polen
M. quadrivalvis No se observo | No se observo No se observo No se observo
var. quadrivalvis germinacion  de
polen

5.4. Micromorfologia y anatomia comparada del gineceo

Los taxa de Mimosa presentan gineceo con ovario supero, unicarpelar y unilocular, la
placentacion es marginal. En Mimosa camporum, el ovario es sésil, hispido, de 1/6 de la longitud
del gineceo; estilo sélido, largo y angosto, atenuado hacia el apice; estigma oblicuamente
crateriforme (Figura 13 a).

En M. benthamii var. benthamii se observo que el ovario es cortamente estipitado, tomentoso,
de 1/8 de la longitud del gineceo; estilo sélido, largo y angosto, atenuado hacia el apice y estigma
poriforme (Figura 13 b). El gineceo en M. luisana presenta ovario estipitado, sericeo, de 1/8 de la

longitud del gineceo; con estilo sélido, largo y angosto; estigma poriforme (Figura 13 c); mientras

50



que, en M. pigra var. pigra se observo un ovario estipitado, hispido, de 1/4 de la longitud del gineceo;
estilo sélido, largo y angosto, atenuado hacia el apice; estigma tubular (Figura 13 d).

En el caso de M. quadrivalvis var. quadrivalvis el ovario es sésil, glabro en sus caras laterales
y ligeramente equinado en el margen, de 1/6 de la longitud del gineceo; estilo solido, largo y angosto,

atenuado hacia el apice; estigma cupuliforme (Figura 13 e).
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a. Gineceo de M. camporum: ovario sésil, hispido,
estilo largo y angosto; b. Gineceo cortamente
estipitado, ovario tomentoso, estilo largo y angosto
M. benthamii var. benthamii; c. Gineceo
estipitado, ovario sericeo, estilo largo y angosto M.
luisana; d. Gineceo estipitado, ovario hispido
estilo corto y angosto de M. pigra var. pigra; e.
® Gineceo no estipitado, ovario glabro, estilo largo y

angosto de M. quadrivalvis var. quadrivalvis.
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En cada uno de los taxa, el nimero de 6vulos por ovario varia de la siguiente manera, en M.
camporum de 2 a 4 (Figura 14 b); en M. benthamii y M. luisana 8 a 10 (Figura 14 d, f); en M. pigra
var. pigra 'y M. quadrivalvis var. quadrivalvis 16 a 20 (Figura 14 h, j).

En seccidn longitudinal del ovario, se encuentran tricomas pluricelulares, multiseriados en
M. camporum y M. pigra var. pigra y uniseriados en M. benthamii var. benthamii y M. luisana. La
epidermis externa de la pared del ovario es biestratificada con células rectangulares a cuadradas;
hacia el interior, se encuentran varias capas de parénquima formado por células cuadrangulares a
rectangulares; se observan elementos de vaso con engrosamiento helicoidal, (Figura 15 f); la
epidermis interna esta constituida por una a tres capas de células.

Los d6vulos son anatropos, bitégmicos, crasinucelados; el funiculo conformado por células
rectangulares, la nucela esta compuesta por varias capas de células rectangulares con citoplasma
denso; la calaza esta formada por células mas o menos cuadrangulares, en la base de la nucela, donde
llega el haz vascular y convergen los tegumentos, el tegumento interno es reducido, conformado por
células irregulares y el tegumento externo esta constituido por células cuadrangulares a
rectangulares, que cubren completamente al tegumento interno; el micropilo es exdstomo, debido a
que estd formado por el tegumento externo. Debajo del micropilo, se puede observar el obturador,
conformado por un grupo de 4 a 10 células elipsoidales con paredes anticlinales, perpendiculares a
la pared interna del ovario. (Figura 15 a-d y 16 a-e).

El saco embrionario en formacion se observa en M. camporum y en M. quadrivalvis var.

quadrivalvis (Figura 20 a, €)
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Figura 14. Fotomicrografias al MEB del ovario en vista superficial y en corte longitudinal. a, b. M. camporum; c,
d. M. benthamii var. benthamii; e, f. M. luisana; g, h. M. pigra var. pigra; i, j. M. quadrivalvis var. quadrivalvis.
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Figura 15. Fotomicrografias en ML del ovario en seccion longitudinal. a. M. camporum; b. M. benthamii var.
benthamii; c. M. luisana; d. M. pigra var. pigra; e. M. quadrivalvis var. quadrivalvis; f. Detalle de la seccion
longitudinal del ovario de M. quadrivalvis. T= tricomas E= epidermis, TP= tejido parenquimatoso, V= células con
engrosamiento heliocoidal, TT= tejido de transmisién, L= l6culo, PO=pared del ovario, Ob= obturador, O=évulo,
T1=tegumento interno, TE= tegumento externo, N= nucela, C= calaza, F= funiculo.
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Figura 16. Fotomicrografias de las secciones
longitudinales de los Ovulos de los taxa
estudiados. a. M. camporum; b. M. benthamii var.
benthamii; ¢. M. luisana; d. M. pigra var. pigra; e.
M. quadrivalvis var. quadrivalvis. F=funiculo, C=
calaza, N= nucela, TI= tegumento interno, TE=
tegumento externo, M= micropilo, Ob=

obturador, SE= saco embrionario.



El estilo, observado en microscopia electrénica de barrido (MEB), es delgado y sélido en
todos los taxa; las células de la epidermis presentan la cuticula con una ornamentacion rugulada. Las
células epidérmicas son cilindricas y de contorno rectangular en vista superficial, se unen a las
células adyacentes dando la apariencia de una cuerda (Figura 17).

En seccion longitudinal (microscopia de campo claro), se distingue una epidermis
monoestratificada, con células rectangulares a isodiamétricas. Al interior, el parénquima esta
constituido por células rectangulares o fusiformes, con paredes oblicuas. En la porcion central se
distingue el tejido de transmision, con células alargadas fusiformes, con la pared muy engrosada, el
citoplasma denso y vacuolas abundantes; se observaron algunos elementos de vaso con
engrosamiento helicoidal (Figura 18 b, d, f, h, j).

En seccidn transversal (microscopia de campo claro), las células de la epidermis son mas o
menos cuadrangulares y con la cuticula engrosada y con la ornamentacion rugulada evidente, la
cuticula se extiende hacia las caras anticlinales en mayor o menor grado; las células del parénquima
son isodiamétricas; el tejido de transmision se localiza en la parte central, junto a los tejidos
vasculares, las células del tejido de transmision tienen paredes gruesas sin espacios intercelulares

(Figura 18 a, c, e, g, i).
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Figura 17. Fotomicrografias al MEB del estilo
en vista superficial y en seccion transversal.

a. M. camporum

b. M. benthamii var. benthamii

c. M. luisana

d. M. pigra var. pigra

e. M. quadrivalvis var. quadrivalvis
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Figura 18. Fotomicrografias de microscopia de campo claro de las secciones transversales y longitudinales del
estilo de los taxa estudiados. a, b. M. camporum; ¢, d. M. benthamii var. benthamii; e, f. M. luisana; g, h. M. pigra
var. pigra; i, j. M. quadrivalvis var. quadrivalvis. E= epidermis, TP=tejido parenquimatoso, V= elementos de vaso
con engrosamiento helicoidal, TT=tejido de transmision.
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La estructura del estigma se estudio usando microscopia electronica de barrido y microscopia
de campo claro. Se describen a detalle, los cuatro tipos de estigmas encontrados: oblicuamente
crateriforme, poriforme, tubular y cupuliforme; en vista superficial al MEB la diferenciacién de
estilo y estigma no es conspicua, las células epidérmicas son uniformes en toda la estructura, excepto

en M. camporum (Figura 19 a-j).

El estigma de M. camporum es oblicuamente crateriforme, al MEB se caracteriza por mostrar
una superficie amplia y concava, no presenta camara estigmatica; en ML y en seccion longitudinal
(Figura 20 a), la epidermis estd conformada por células pequefias de forma més o menos
isodiamétrica y se diferencian hacia la parte basal del estigma, con un cambio de tamafio y tendiendo
a ser rectangulares en la porcion apical del estilo. Las células del area central que constituyen el
tejido de transmision, son mas o menos isodiamétricas a elipticas con las paredes engrosadas y, se

continda de la porcidn apical del estilo hasta la pared del ovario.

El estigma de tipo poriforme, se muestra en seccion longitudinal en M. benthamii var.
benthamii y M. luisana (Figura 20 b, c¢), el cual consiste de un orificio reducido en el apice, seguido
de un espacio interno hasta la base del estigma, donde se diferencia el tejido de transmisién; que
continua, sin un cambio abrupto en la parte apical del estilo hasta la base del mismo. El espacio
interno del estigma se denomina cdmara estigmatica; en estos dos taxa, la cAmara tiene un area
bastante reducida, en comparacion con las de M. pigra var. pigra y M. quadrivalvis var. quadrivalvis.
En la porcion basal del estigma se encuentra el tejido de transmision, que produce un exudado que
estd en contacto con los granos de polen, es continuo desde la base de la cavidad estigmatica y a lo

largo del estilo.
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El estigma en M. pigra var. pigra es del tipo tubular en seccién longitudinal (Figura 20 d),
esta constituido por una cdmara estigmatica, aunque el orificio apical es de mayor didmetro y tiene
una profundidad y anchura mayor hacia la base del estigma, que en M. benthamii var. benthamii y
M. luisana. El area de la camara estigmatica es continua en toda su dimension; en este caso, no se
observa un cambio conspicuo en el tejido de transmision del estigma al estilo. La epidermis del
estigma es continua a lo largo de todo el estilo, con células de forma rectangular; el tejido de
transmision se observa en la parte central, en la base de la camara estigmatica.

El estigma cupuliforme de M. quadrivalvis var. quadrivalvis en seccion longitudinal (Figura
20 e), se caracteriza por una camara estigmatica reducida en el apice y que se ensancha en la parte
interna hacia la base; la epidermis recubre la camara en la mitad superior, y consiste de células
rectangulares, que son continuas con las células epidérmicas del estilo. El tejido de transmision es
abundante y esta constituido como en los cuatro taxa anteriores, por células alargadas, de pared

engrosada, se encuentra desde la parte basal de la camara estigmatica y continta por todo el estilo.
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Figura 19. Fotomicrografias en MEB, en vista lateral y apical del estigma. a, b. estigma oblicuamente crateriforme
de M. camporum; c, d. estigma poriforme de M. benthamii var. benthamii; e, f. estigma poriforme de M. luisana;
g, h. estigma tubular de M. pigra var. pigra; i, j. estigma cupuliforme de M. quadrivalvis var. quadrivalvis.

62



E 25 pm
—_—

25 pm

28 pm

Figura 20. Fotomicrografias en microscopia de campo claro de las secciones longitudinales del estigma. a. estigma
oblicuamente crateriforme de M. camporum; b. estigma poriforme de M. benthamii var. benthamii; c. estigma
poriforme de M. luisana; d. estigma tubular de M. pigra var. pigra; e. estigma cupuliforme de M. quadrivalvis var.
quadrivalvis. AE= &rea estigmatica, CE= camara estigmatica, E= epidermis, TT= tejido de transmision.
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5.5. Morfologia comparada del polen

El anélisis de los granos de polen por MEB y ML, permitié observar las diferencias morfologicas y
describir a detalle la estructura de los mismos. En los taxa estudiados los granos de polen estan

asociados en poliades de cuatro y ocho monades.

5.5.1. Descripciones palinolégicas

Mimosa camporum

Tétrades cruzadas, esferoidales, bisimétricas, de tipo acalimado, con diametro mayor de (23.26-)
23.65(-24.00) um y diametro menor de (21.83-)22.24(-22.60) um. Granos individuales con caras
proximales planas y una cara distal marcadamente convexa; los granos opuestamente unidos 2 a 2
por la cara proximal; eje polar de (12.36-)12.42(-12.50) um y eje ecuatorial de (16.50-)16.71(-16.96)
um; los poros 3-5 en los vértices y en los bordes de la cara distal, en posicion subdistal. Exina
delgada, de 1 um de grosor, ornamentacion microverrugada al ML y al MEB (Figura 21 a, b; 22 a).
N° de registro Coleccion Palinoldgica, UAMIZ: 127, 128, 129.

Ejemplar de referencia: E. L. Martinez-Olivares et al. 19 (74275, 74275, 74277); 20 (74281, 74282,

74283); 21 (74281, 74282 74283) (UAMIZ).

Mimosa benthamii var. benthamii

Bitétrades elipsoidales, bisimétricas, de tipo acalimado, con una zona ecuatorial y dos hemisferios
bien definidos por las 2 tétrades, cada una con los 4 granos opuestos 2 a 2 en sentido longitudinal,
siendo 2 centrales y 2 laterales. Las tétrades han sufrido una leve rotacion en el sentido de su

meridiano; diametro mayor de (15.66-)16.12(-16.53) um y didmetro menor de (11.93-)11.95(-11.97)
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pum. Granos individuales de forma piramidal con la cara distal como base, cuadrangular en los granos
centrales y triangular en los laterales, con 4 y 3 caras proximales respectivamente; eje polar de (6.70-
)6.95(-7.33) um y eje ecuatorial de (9.10-)9.18(-9.33) um; los poros en los veértices de la cara distal,
en posicion subdistal. Exina delgada, de 1 um de grosor, ornamentacion microverrugada al ML y al
MEB (Figura 21 c, d; 22 b).

N° de registro Coleccion Palinolégica, UAMIZ: 136-137, 138.

Ejemplar de referencia: E. L. Martinez-Olivares et al. 40 (74284, 74285, 74286); 41 (74287, 74288,

74289); 42 (74290, 74291, 74292) (UAMIZ).

Mimosa luisana

Bitétrades elipsoidales, bisimétricas, de tipo acalimado, con una zona ecuatorial y dos hemisferios
bien definidos por las 2 tétrades, cada una con los 4 granos opuestos 2 a 2 en sentido longitudinal,
siendo 2 centrales y 2 laterales. Las tétrades han sufrido una leve rotacion en el sentido de su
meridiano; diametro mayor de (15.50-)16.29(-17.00) um y didmetro menor de (10.90-)11.50(-11.97)
pum. Granos individuales de forma piramidal con la cara distal como base, cuadrangular en los granos
centrales y triangular en los laterales, con 4 y 3 caras proximales respectivamente; eje polar de (6.60-
)6.74(-6.87) um y eje ecuatorial de (9.43-)9.62(-10.0) um; los poros en los veértices de la cara distal,
en posicion subdistal. Exina delgada, de 1 um de grosor, ornamentacion microverrugada al ML y al
MEB (Figura 21 e, f; 22 c).

N° de registro Coleccién Palinologica, UAMIZ: 121, 122, 123.

Ejemplar de referencia: E. L. Martinez-Olivares et al. 6 (74293, 74294, 74295); 9 (74296, 74297,

74298); 10 (74299, 74300, 742301) (UAMIZ).
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Mimosa pigra var. pigra

Tetrades cruzadas, aplanadas, elipsoidales, bisimétricas, de tipo acalimado, con diametro mayor de
(24.93-)25.21(-25.73) um y didmetro menor de (17.86-)18.61(-19.06) um. Granos individuales con
3 caras proximales planas y una cara distal marcadamente convexa; los granos opuestamente unidos
2 a 2 por la cara proximal; eje polar de (10.53-)10.81(-10.97) um y eje ecuatorial de (14.10-)14.44(-
14.87) um; los poros 3, en los vértices de la cara distal, en posicion subdistal. Exina delgada, de 1
um de grosor, ornamentacion microverrugada al ML y al MEB (Figura 21 g, h; 22 d).

N° de registro Coleccion Palinoldgica, UAMIZ: 133, 134, 135.

Ejemplar de referencia: E. L. Martinez-Olivares et al. 24 (74266, 74267, 74268); 25 (74269, 74270,

74271); 27 (74272, 74273, 74274) (UAMIZ).

Mimosa quadrivalvis var. quadrivalvis

Tétrades cruzadas, aplanadas, esferoidales, bisimétricas, de tipo acalimado, con diametro mayor de
(26.63-)30.03(-35.13) um y didmetro menor de (24.37-)27.41(-32.70) um. Granos individuales con
3 caras proximales planas y una cara distal marcadamente convexa; los granos opuestamente unidos
2 a 2 por la cara proximal; eje polar (13.40-)14.61(-16.57) um y eje ecuatorial de (18.50-)20.46(-
24.10) um.; los poros de 3-5 en los vértices y en los bordes de la cara distal, en posicion subdistal.
Exina delgada, de 1 um de grosor, ornamentacién microverrugada al ML y al MEB (Figura 21 i, j;
22 e).

N° de registro Coleccion Palinoldgica, UAMIZ: 124-126.

Ejemplar de referencia: E. L. Martinez-Olivares et al. 22 (74257, 74258, 74259); 34 (74260, 74261,

74262); 35 (74263, 74264, 74265) (UAMIZ).
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Figura 21. Fotomicrografias en MEB de los granos de polen de los taxa estudiados. (a, b) M. camporum,
a. Vista polar de una tétrade cruzada esferoidal; (c, d) M. benthamii var. benthamii, c. vista ecuatorial
de una bitétrade elipsoidal rotada; (e, f) M. luisana, e. vista ecuatorial de una bitétrade elipsoidal
rotada; (g, h) M. pigra var. pigra, g. Vista ecuatorial de una tétrade elipsoidal aplanada; (I, j) M.
quadrivalvis var. quadrivalvis, i. Vista polar de una tétrade esferoidal aplanada; (b, d, f, h, j) Detalle de
la ornamentacion microverrugaday de los poros.
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Figura 22. Fotomicrografias de campo claro de
la vista ecuatorial de las asociaciones del polen
de los taxa estudiados. a. tétrade cruzada
esferoidal de M. camporum; b. bitétrade
elipsoidal rotada de M. benthamii var.
benthamii; c. bitétrade elipsoidal rotada de M.
luisana; d. tétrade elipsoidal aplanada de M.
pigra var. pigra; e. tétrade esferoidal aplanada

de M. quadrivalvis var. quadrivalvis
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5.5.2. Andlisis comparativo de la morfometria de las poliades

El registro del diametro mayor y el didmetro menor de las poliades mostro las diferencias
morfomeétricas de las asociaciones del polen. Los valores obtenidos del didmetro mayor de las
asociaciones, se sometieron a un analisis que mostré diferencias significativas (H4s=12.8333;
P=0.0121); seguido de una prueba que sefial6 las diferencias entre los taxa. En M. camporum, el
diametro mayor de las asociaciones no difiere con respecto a los otros cuatro taxa; sin embargo, M.
benthamii var. benthamii y M. luisana si difieren significativamente de M. pigra var. pigra y M.
quadrivalvis var. quadrivalvis (Figura 23, mayusculas).

En el caso del diametro menor de las poliades, se indican diferencias significativas entre los
taxa (Hs= 13.1271; P=0.0106); M. pigra var. pigra no difiere significativamente de los otros taxa,
mientras que, M. camporum presenta diferencia significativa s6lo con M. luisana; mientras que, M.
quadrivalvis var. quadrivalvis se distingue de M. benthamii var. benthamii y de M. luisana; cabe
sefialar, que los valores obtenidos para los dos ultimos taxa no son significativamente diferentes

(Figura 23, minasculas).
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Figura 23. Diametro mayor y menor de las poliades de los taxa estudiados. Letras mayusculas sefialan
el didametro mayor, letras diferentes indican diferencias significativas; letras minusculas sefialan el
diametro menor, letras diferentes indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis).

5.5.3. Andlisis comparativo de la morfometria de los granos de polen individuales

(médnades)

Se describen los resultados obtenidos del registro de la longitud del eje polar y eje ecuatorial de las
monades. Se encontraron diferencias significativas, con respecto a la longitud del eje polar
(Hs=12.9; P=0.0117); M. pigra no mostr¢ diferencias con respecto a los demés taxa, M. luisana
difiere significativamente de M. camporum y M. quadrivalvis, mientras que M. benthamii var.
benthamii presenté diferencia significativa s6lo con M. quadrivalvis var. quadrivalvis (Figura 24).
En cuanto a la longitud del eje ecuatorial de las ménades, el primer anélisis sefial6 diferencias
significativas (H4=13.5241; P=0.0089), destacando que M. pigra no presenta diferencias

significativas con los demas taxa, en tanto que M. camporum s6lo difiere de manera significativa de
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M. benthamii var. benthamii, a su vez este taxon y M. luisana difieren significativamente de M.

quadrivalvis var. quadrivalvis (Figura 24).

24 -
a o
“ k=]
-] [
IR [ =
5 | £
E 18, abc 2
= i abed ABC g
% 15 4 2 _
7 [}
- ABC T -
T
35 12 ABCD 2E
Py d bed § =
[ 9 4 [
T BCD -
) , 2
@
- S
2 3
§ 3 5
- =
B o =
M. camporum M. benthamii M. luisana M. pigra M. quadrivalvis
var. benthamii var. pigra var. quadrivalvis

Figura 24. Longitud del eje polar y ecuatorial de las ménades de los taxa estudiados. Letras mayusculas
sefialan la longitud deleje polar, letras diferentes indican diferencias significativas; letras minusculas
sefialan la longitud del eje ecuatorial de las monades, letras diferentes indican diferencias significativas
(Kruskal-Wallis).
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5.6. Relacién polen-estigma

Se observaron cuatro tipos de estigmas que varian en forma y tamafio. El crateriforme muestra una
superficie amplia y concava, sin camara estigmatica, (Figura 25 a), el poriforme (Figura 25 b, c)
muestra una camara estigmatica pequefia, con profundidad y diametro del orificio estigmatico
reducidos. El tubular y el cupuliforme difieren del poriforme por tener una cdmara estigmatica de

mayor tamario y distinta forma (Figura 25 d, e).

Figura 25. Vista lateral en seccién longitudinal de los estigmas de Mimosa. a. M. camporum; b. M. benthamii var.
benthami; c. M. luisana; d. M. pigra var. pigra; e. M. quadrivalvis var. quadrivalvis. CE= camara estigmatica; D=
didmetro de la abertura del estigma; P= profundidad de la cAmara estigmatica.
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5.6.1. M. camporum

Las células epidérmicas de este tipo de estigma forman una protuberancia oblicua, de forma concava
con apariencia de un crater muy amplio, el didmetro de la superficie estigmatica de (120-)122(-124)
um (Figura 26 a, d), lo que permite que, varias tétrades cruzadas esferoidales, con didmetro mayor
de (20-)24(-28) um y diametro menor de (19-)22(-26) um, tengan la posibilidad de llegar al estigma,

sin importar la orientacion de las mismas (Figura 26 b).

En las fotomicrografias al MEB se encuentran de 2-15 tétrades esferoidales en la superficie
del estigma; algunos granos de polen muestran desarrollo de tubos polinicos (Figura 26 c). En
seccion longitudinal al ML, se han observado 1-3 tétrades en la superficie estigmatica; ademas, en
los cortes longitudinales del estigma y estilo se distingue, la amplia superficie estigmatica, asi como,

el contraste en el tamafio de las tétrades con respecto de la superficie del estigma (Figura 26 e).
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Figura 26. Fotomicrografias en MEB, del estigma oblicuamente crateriforme de M. camporum. a. Vista
lateral del estigma con varias tétrades en la superficie; b. Vista lateral del estigma con un gran nimero
de tétrades en su superficie; c. Detalle de dos tétrades con desarrollo de tubos polinicos; d. Vista de la
superficie cdncava del estigma, con varias tétrades; e. Fotomicrografia en ML del corte longitudinal
del estigma de M. camporum. P= polen, AE= area estigmatica, TT= tejido de transmision, E= epidermis.
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5.6.2. M. benthamii var. benthamii

El estigma en este taxon muestra una profundidad de (8-)10(-12) pum y un diametro del orificio
estigmatico de (14-)19(-23) um. La superficie de captacion del polen es muy reducida (Figura 27 a),
de manera que, solo una bitétrade con didmetro mayor de (15-)16(-18) pum y didmetro menor de (10-
)12(-14) um, podria introducirse, siempre y cuando estuviera orientada con el diametro mayor

paralelo al eje longitudinal del estigma (Figura 27 c).

En MEB, la abertura del estigma se ve abruptamente reducida, de tal manera, que pareciera
estar completamente cerrado o podria ser un estigma que no estuviera desarrollado completamente
y por ende, no ser receptivo (Figura 27 b). En seccion longitudinal al ML, se distinguen las células
del tejido de transmision del estilo que recorren la estructura hasta la base de la cdmara estigmatica

(Figura 27 d); en ambos casos, sdlo se mostro una bitétrade dentro de la cavidad.
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Figura 27. Fotomicrografias en MEB, del estigma poriforme de M. benthamii var. benthamii. a. Vista
apical del estigma no receptivo; b. Vista lateral del estigma con una bitétrade dentro de la cavidad con
el eje mayor paralelo al eje longitudinal del estigma c. Vista apical del estigma con una bitétrade en su
interior. d. Fotomicrografia en ML del corte longitudinal del estigma de M. benthamii var. benthamii.
P= polen, CE= camara estigmatica, TT= tejido de transmision, E= epidermis.
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5.6.3. M. luisana

Este taxon presenta un estigma poriforme, compuesto por una camara estigmatica en forma de pozo,
con una profundidad de (18-)22(-26) um y diametro del orificio estigmatico de (9-)13(-17) pum, mas
pequerio del que observo en M. benthamii var. benthamii. En la camara estigmatica, se registraron
dos bitétrades orientadas con el diametro menor casi paralelo al eje longitudinal del estigma (Figura

28 a, b).

Sin embargo, algunos estigmas se observan sélo con una bitétrade dentro, con diametro
mayor de (13-)16(-20) um y diametro menor de (10-)12(-14), orientadas de modo en que, el diametro
mayor coincide con el eje longitudinal del estigma, en fotomicrografias al MEB. En los cortes
longitudinales para ML, se pudo identificar una séla bitétrade, orientada con el diametro menor
paralelo al eje longitudinal del estigma. En esta misma figura, es importante resaltar que la bitétrade
esta en contacto directo con el tejido de transmisidn e incluso se puede ver el desarrollo de dos tubos

polinicos (Figura 28 d).
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Figura 28. Fotomicrografias en MEB, del estigma poriforme de M. luisana. a. Vista apical del estigma
con dos bitétrades dentro; b. Vista lateral del estigma con dos bitétrades dentro, orientadas con el
diametro menor paralelo al eje longitudinal del estigma; c. Vista lateral del estigma; d. Fotomicrografia
en ML del corte longitudinal del estigma de M. luisana. P= polen, CE= cdmara estigmatica, TP= tubo
polinico, TT= tejido de transmisién, E= epidermis.
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5.6.4. M. pigra var. pigra

Se observa un estigma de tipo tubular, conformado por una camara estigmatica de mayor
profundidad, de (110-)139(-194) um; el didametro del orificio estigmatico es de (28-)42(-53) pum
(Figura 29 a). Se observo sélo una tétrade dentro del estigma; con diametro mayor de (20-)25(-29)
um y diametro menor de (14-)19(-28)um; la orientacion de la tétrade dentro del estigma varia, en
un caso, aparentemente con el didmetro mayor paralelo al eje longitudinal del estigma, mientras que,
en otro, se orienta con el diametro menor paralelo al eje longitudinal del estigma (Figura 29 b).
También, se pudieron observar hasta tres tétrades con orientacion variable dentro del estigma (Figura
29, ¢); asimismo, en al menos dos granos de polen, se encontraron dos tubos polinicos en la cAmara

estigmatica (Figura 29, d).
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Figura 29. Fotomicrografias en MEB, del estigma tubular de M. pigra var. pigra a. Vista apical del
estigma; b. Vista apical del estigma con una tétrade dentro, con el diametro menor paralelo del eje
longitudinal del estigma; c. Vista apical del estigma con tres tétrades en su interior en distintas
orientaciones con respecto del eje longitudinal del estigma. d. Detalle del estigma con una tétrade que
presenta desarrollo de tubo polinico.
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5.6.5. M. quadrivalvis var. quadrivalvis

Este taxon presenta un estigma de tipo cupuliforme, debido a la forma estrecha en el apice y
ensanchada en la base del estigma (forma de copa). La cAmara estigmatica tiene una profundidad de
(124-)157(-194) umy el didmetro del orificio estigmatico es de (30-)38(-47) um. Se puede observar
una tétrade dentro del estigma (Figura 33 a), las tétrades tienen didmetro mayor de (24-)30(-38) pum

y diametro menor de (16-)27(-36)m.

Este tipo de estigma presenta una camara estigméatica mucho mayor con respecto a las
descritas anteriormente; en este caso, las tétrades se observaron en distintas orientaciones (Figura 30
b, c, d), tanto con el diametro mayor paralelo al eje longitudinal del estigma como con el didmetro
menor paralelo al eje longitudinal del estigma. Se encontrd una tétrade ubicada en la base de la
camara estigmatica, posiblemente los cuatro granos de polen podrian estar en contacto directo con
el tejido de transmisién (Figura 30 c). Cabe resaltar que en este taxon, existe la posibilidad de que
varias tétrades puedan penetrar en el poro, comparada con los taxa que presentan un estigma

poriforme, en los cuales se observo de una a dos bitétrades dentro de la cdmara estigmatica.
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Figura 30. Fotomicrografias en MEB, del estigma cupuliforme de M. quadrivalvis var. quadrivalvis a.
Vista apical del estigma con camara estigmatica; b. Vista apical del estigma con una tétrade en su
interior. c. Vista lateral del estigma en corte longitudinal con una tétrade sobre del tejido de
transmision. d. Fotomicrografia en ML del corte longitudinal del estigma de M. quadrivalvis var.
quadrivalvis. P= polen, CE= cAmara estigmatica, TT= tejido de transmision, E= epidermis.
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5.7. Estimacion del éxito reproductivo: Numero de frutos por inflorescencia y nimero de

semillas producidas por individuo

5.7.1. Numero de frutos por inflorescencia

La produccidn de frutos se registré por medio del conteo de legumbres formadas por inflorescencia.
Los datos obtenidos mostraron diferencias significativas (Fs, 15=45.45; P< 0.0001); y se determin6
la significancia del nimero de frutos formados por inflorescencia entre los taxa. Mimosa camporum
tuvo el mayor numero de frutos por inflorescencia (15.6-)17.5(-18.5), la cual difiere
significativamente de los otros cuatro taxa; M. luisana con (4.0-)5.3(-6.2), M. pigra var. pigra con
(4.7-)5.4(-5.8) y M. benthamii con (4.5-)7.2(-9.5) no difieren significativamente entre ellas. Por otro
lado, M. quadrivalvis var. quadrivalvis, present6 la menor produccion con (2.3-)2.6(-3.1) frutos por

inflorescencia y difiere significativamente de M. benthamii var. benthamii (Figura 31).
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Figura 31. Produccion de frutos por inflorescencia. Letras diferentes sefialan diferencias significativas
(Tukey).
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5.7.2. Numero de semillas producidas por individuo

Se presenta la produccion de semillas por inflorescencia en cada uno de los taxa: M. camporum con
(26.3-)32.0(-35.4); M. benthamii var. benthamii (16.2-)28.2(-36.6); M. luisana con (16.1-)20.2(-
26.4); M. pigra var. pigra (61.7-)65.0(-67.8) y M. quadrivalvis var. quadrivalvis con (18.0-)20.0(-

23.0).

La produccion de semillas/individuo, mostré diferencias significativas (Fs, 15=28.24;
P<0.0001). En M. pigra var. pigra se registré el mayor namero de semillas/individuo ca. 1,950 y
difiere significativamente de los demas taxa. Sin embargo, los otros taxa no presentaron diferencias
significativas entre ellos, es importante mencionar el promedio relativo del nimero de
semillas/individuo registrados para los otros cuatro taxa: M. camporum ca. 960, M. benthamii var.

benthamii ca. 843, M. luisana ca. 604 y M. quadrivalvis var. quadrivalvis ca. 604 (Figura 32).

84



b
M. quadrivalvis
var. quadrivalvis

a
1
s
M. pigra

M. luisana

M. benthamii

M. camporum

2000 1
1500 +
1000 +
500 o

ONpIAIpUI/SE]|IWBS 3P # [2P OAlJE|aJ Olpallold

var. pigra

var. benthamii

Figura 32. Produccion de semillas por individuo. Letras diferentes denotan diferencias significativas

(Tukey).
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6. DISCUSION

6.1. Morfologia comparada del polen

El analisis comparativo del polen incluyo, tipo de asociacion, forma y tamafo. En los taxa de este
estudio se encontraron dos tipos de asociaciones, tétrades y bitétrades, que varian con base en la
forma ya sea elipsoidales (M. benthamii var. benthamii, M. luisana y M. pigra var. pigra) o
esferoidales (M. camporum y M. quadrivalvis var. quadrivalvis).

En el tamafio de las asociaciones, los analisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas, sin embargo, es importante sefialar que en M. luisana y M benthamii var. benthamii,
las bitétrades son de menor tamario, con respecto a las tétrades de M. camporum, M. pigra var. pigra
y M. quadrivalvis var. quadrivalvis. Esta diferencia en tamafio con respecto al nimero de ménades
por asociacion, sugiere que los granos de polen mas grandes se observan en los taxa con tétrades, en
comparacion con las ménades de menor tamafio presentes en los taxa con bitétrades. Las
dimensiones del polen sugieren una implicacion en la relacion polen-estigma, la cual se discute a
detalle en la seccion 6.3 de este capitulo.

Por otro lado, las caracteristicas morfoldgicas méas importantes de las poliades en los cinco
taxa analizados, nos permiten elaborar un analisis comparativo de las caracteristicas del polen, las
cuales coinciden con las descritas por Martinez-Bernal (2003) y Grether (1997); por mencionar
algunas, el grosor de la exina de 1 pum y la ornamentacion microverrugada, entre otras. En este
estudio se incorporan andlisis estadisticos de la morfometria del polen, con el fin de analizar
comparativamente las caracteristicas mas conspicuas del polen (resultados 5.5), como el tamafio, la
formay su relacién con las dimensiones y el tipo de estigma, aportes importantes en el conocimiento

de la relacién polen-estigma en Mimosa.
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Esta comparacidn permite separar el polen en dos grupos y comparar la posibilidad de captura
del mismo por un estigma receptivo. Debido a que en diversos estudios de la interaccion polen-
estigma, realizados en las tres subfamilias de leguminosas, se ha sefialado que no existe evidencia
de que los estigmas de cualquier taxa, puedan discriminar entre polen compatible o incompatible,
como lo sefialan Heslop-Harrison y Heslop-Harrison (1982). Con base en esto, cabe destacar que las
bitétrades de M. benthamii var. benthamii y M. luisana podrian ser transportadas a cualquier estigma,
debido a su tamafio reducido; en contraste con las tétrades de M. pigra var. pigra, M. quadrivalvis
var. quadrivalvis y M. camporum de mayor tamafio, que requeririan de algun agente dispersor del
polen que permita su llegada a cualquier estigma.

Asimismo, este no reconocimiento del polen puede darse a nivel de especie o género, como
lo mencionan Kenrick y Knox (1981), sin embargo, las dimensiones y la forma del polen con
respecto al estigma, no limita que las poliades puedan llegar a un estigma de otro taxon como lo

mencionan Owens y Stirton (1989) en las interacciones del polen, estigma y estilo en Leguminosae.

6.2. Morfologia y anatomia del gineceo

En este trabajo se describe y analiza por primera vez la estructura morfologica y anatomica del
estigma, estilo y ovario en Mimosa. El gineceo de los taxa estudiados varia en la longitud de las
estructuras que lo conforman (Resultados 5.4); ademas del tipo de estigma, el indumento del ovario
y el nimero de 6vulos por ovario.

De acuerdo con la clasificacion de Heslop-Harrison (1981), los tipos de estigmas descritos
en este trabajo, se pueden clasificar como humedos-no papilados. Asimismo, acorde a la forma se
presentan cuatro tipos: crateriforme sin camara estigmatica y poriforme, tubular y cupuliforme con

camara estigmatica, ya reportados en la subfamilia Mimosoideae segin Owens y Stirton (1989).
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Ademas, en este estudio los ultimos tres tipos, pueden ser clasificados con base en la forma de la
camara estigmatica en: uniformes desde el apice a la base del estigma (poriforme y tubular) y de
forma diversa (cupuliforme) con el apice y base del estigma angosto.

El estilo solido en toda su extension, presenta caracteristicas similares en el tejido de
transmision como el que se reporta en Acacia segun Kenrick (2003). A su vez, los estilos presentes
en algunas especies de la subfamilia Caesalpinioideae comparten similitud con los estilos s6lidos
(Chamaecrista nictitans Moench.) o de derivados ezquizdgenos o lisigenos (S. pallida (Vahl) H. S.
Irwin et Barneby) como lo mencionan Dulberger et al. (1994), a diferencia de los estilos huecos
(Cassiafistula L., Senna bicapsularis Roxb. y S. villosa (Mill.) H. S. Irwin et Barneby). Sin embargo,
el tejido de transmisiéon del estilo, en la subfamilia Papilionoideae, difiere en la porcion apical por
presentar derivados lisigenos mientras que, la porcion mas larga es hueca, estudiados por Owens y
Stirton (1989) en ambas subfamilias. A diferencias de las variantes mencionadas en otras
subfamilias, en los taxa estudiados de Mimosa, sélo se observaron estilos de tipo solido.

Por un lado, en los resultados se destacan cuatro tipos de ovarios que varian en forma, nimero
de dvulos y tipo de indumento, ademas de la ausencia o presencia de estipite. Con base en lo
observado en los cinco taxa estudiados, el tamafio del ovario pueden variar con respecto a la cantidad
de 6vulos que contiene y a su vez, se pueden diferenciar cuatro tipos de indumento, que pueden ser
correlacionados con el tipo de dispersién al momento de maduracion (Ramirez y Berry, 1993). En
los taxa con indumento hispido y tomentuloso (M. camporum, M. benthamii var. benthamii y M.
luisana), se propone que la dispersion del fruto sea por viento (anemocora) (Ramirez y Berry, 1993).
Por otro lado, el indumento densamente setoso de M. pigra var. pigra y el espinoso de M.
quadrivalvis var. quadrivalvis, sugiere la posibilidad de que la dispersion del fruto se lleve a cabo

por animales (epizoocoria), debido a las estructuras de adhesion (Ramirez y Berry, 1993).
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A nivel anatémico, el arreglo celular de los 6vulos, es semejante entre los taxa analizados,
asimismo las caracteristicas estructurales de los dvulos no fertilizados en Acacia retinodes Schitdl.,
segun Kenrick et. al. (1986) son similares a los de este estudio, con la diferencia del tipo de 6vulo
que es campilotropo en el taxon mencionado. Cabe destacar que, ademas de este estudio, solo se
conocen dos trabajos (Sornsathapornkul y Owens, 1999a, 1999b), que analizan a nivel histolégico

la conformacién del évulo en la subfamilia Mimosoideae.

6.3. Relacion polen-estigma

La conformacion de los granos de polen de Mimosa en los taxa estudiados, muestra que las tétrades
y bitétrades pueden ser consideradas como la unidad de dispersion del polen (Johnson y Edwards,
2000), por lo que, la forma y el tamafio de las poliades con respecto a la morfologia del estigma,
sugiere una estrecha relacion al momento de la captura del polen (Owens y Stirton, 1989).

La relacidn que existe entre la dimension del area estigmatica y las asociaciones del polen en
Mimosa, sugieren que, la estrecha relacion de estas estructuras podria asegurar la disponibilidad de
suficientes granos de polen, para la fecundacién de los évulos como lo sefiala Cruden (1977), en los
grupos de plantas que presentan xenogamia.

De igual modo en Acacia, Kenrick y Knox (1981) sefialan que las dimensiones de las
poliades, se ajustan con las dimensiones del area estigmatica, lo que permitira asegurar la
polinizacién de todos los 6vulos en un sélo evento de polinizacién como en A. mangium Willd. y A.
auriculiformis A. Cunn. ex Benth. (Ibrahim y Awang, 1991). El ajuste de las dimensiones en la
relacion polen-estigma en Mimosa, podria significar una ventaja en los procesos de polinizacion, ya

que la cantidad de granos de polen se ajusta a la cantidad de Gvulos por ovario.
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Ademas en los taxa estudiados, se presenta un estigma humedo no-papilado segun la
clasificacion de Heslop-Harrison (1981), que corresponde al tipo de estigma conocido en algunos
integrantes de la subfamilia Mimosoideae, como en Acacia y Prosopis.

El estigma oblicuamente crateriforme de M. camporum destaca por presentar una superficie
amplia con poca profundidad, lo que permite la recepcion de numerosos granos de polen. En este
taxon, se observaron hasta 15 tétrades sobre la superficie estigmatica a diferencia de los demas taxa,
en los que se pudieron observar a lo sumo cuatro tétrades y en algunos casos, el polen se encontrd
en la etapa de formacion de tubos polinicos, lo que sugiere que el area superficial del estigma,
corresponde a la zona de germinacion del polen, en contraste con los otros taxa, en los que el area
estigmatica que permite germinar al polen, se encuentra localizada en la parte mas profunda de la
camara estigmatica (Kenrick y Knox, 1989).

El tipo de estigma crateriforme presente en Mimosa, es similar al estigma masivo y peltado
reportado en Mimozyganthus carinatus (Griseb.) Burkart. En este taxon el estigma, se caracteriza
por presentar una amplia superficie para la captura del polen, caracteristica que, junto con otros
aspectos de la biologia floral como los sépalos y pétalos valvados, asi como la morfologia del polen
y analisis moleculares, han permitido ubicar a este género como un grupo intermedio entre
Mimosoideae y Caesalpinioideae (Polhill, 1994; Luckow et al., 2005).

Por otro lado, en diversos taxa de Acacia (Kenrick y Knox, 1979, 1981, 1989; Baranelli et
al., 1995; Tandon et al., 2001; Kenrick, 2003; Taisma, 2008), también se ha descrito este tipo de
estigma. Ademas, se observo una estrecha relacion entre el tamarfio de las poliades y el area receptiva
del estigma; en donde ambas estructuras coinciden en sus dimensiones, lo que permitiria que un gran

numero de granos de polen, en contacto con el estigma, tengan la posibilidad de alcanzar los 6vulos.
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Kenrick y Knox (1982) sefialan que la presencia del polen compuesto (8-16 mdnades) en este grupo
de plantas, podria asegurar la maxima formacion de semillas en un solo evento reproductivo.

Asimismo, en Faidherbia albida (Delile) A. Chev. (Gassama-Dia et al., 2003), se ha
reportado un estigma de tipo crateriforme y, aunque el polen en este taxon, se presenta en
asociaciones de 4 a 32 granos, las poliades tienen un didmetro casi tan amplio como el del estigma,
por lo que una sola poliade se ajusta a la superficie estigmatica, de modo que, en este taxon la
aseveracion de Kenrick (2003) coincide con los resultados obtenidos en varios taxa de Acacia. Por
lo que, esta correlacion polen-estigma, también se cumple en los taxa de Mimosa con estigma
poriforme.

En los resultados se observo un alto nimero de tétrades, que pueden alcanzar un estigma
receptivo de tal manera que hasta 60 monades 0 mas, tengan una alta posibilidad de germinar en el
estigma y fecundar los dvulos. Con respecto a otros taxa con estigma crateriforme, es coincidente
que, una alta produccion de polen aseguraria el maximo de semillas producidas en un solo evento
reproductivo.

En el estigma poriforme de M. luisana y M. benthamii var. benthamii, se observaron, una a
dos bitétrades orientadas de tal modo que, el didmetro mayor de la bitétrade, debe coincidir de
manera paralela con el eje longitudinal del estigma. Particularmente, la orientacion del polen con
respecto del estigma, seria la manera Optima en que las bitétrades deben ubicarse en la camara
estigmatica, debido a sus dimensiones.

Del mismo modo, la presencia de una sola bitétrade aseguraria la posibilidad de fecundacion
de al menos el 80 % de los 6vulos del ovario, considerando que estos taxa tienen entre 8-10 6vulos.

Este tipo de estigma y la misma orientacion de las bitétrades, se observé en M. bimucronata

(Seijo y Solis, 2004); Dimorphandra Schott, Mora Schomb ex Benth., Adenanthera L., Tetrapleura
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Benth. y Pseudoprosopis Harms. (Banks et al., 2010). En los taxa mencionados y en los de este
estudio, la orientacion de la bitétrade es de gran importancia, debido a las dimensiones de este tipo
de estigma; por lo que, las bitétrades solo podrian localizarse en un estigma receptivo con una
orientacion especifica, lo que sugeriria, que un alto nimero de dvulos podrian ser fecundados en uno
0 dos eventos reproductivos.

El estigma tubular presente en M. pigra var. pigra en comparacion con el estigma de los
demas taxa estudiados se caracteriza por una cdmara estigmatica de diametro uniforme desde el apice
hasta la base. Este tipo de estigma también se observo, en taxa cercanos a Mimosa como en el grupo
Dimorphandra, que se relaciona filogenéticamente como intermedio entre Caesalpinioideae-
Mimosoideae (Lewis et al., 2005): Stachyothyrsus Harms, Sympetalandra Stapf, Pentaclethra
Benth. y Amblygonocarpus Harms. El polen, los estigmas y el nimero de 6vulos por ovario de este
grupo intermedio, proporcionaron caracteristicas para empatar con algunos analisis filogenéticos
(Bruneau et al., 2008), asi como para investigar la evolucion del polen compuesto (poliades) a
monades (polen simple) (Banks et al., 2010).

Por otro lado, el polimorfismo en las asociaciones del polen de M. pigra var. pigra (El
Ghazali et al., 1997), comparado con nuestros resultados, sugiere que la forma y tamafio de las
tétrades no influyen en su llegada a la camara estigmatica, debido a que la captacion de varias
tétrades por el estigma, no requiere de una orientacion en particular. Por lo tanto, en este taxon se
requeririan de al menos cinco tétrades con polen viable, que alcancen un estigma receptivo para que
lleve a cabo la fecundacion de todos los dvulos del ovario.

El estigma cupuliforme de M. quadrivalvis var. quadrivalvis es presenta caracteristicas
similares al estigma tubular, con algunas variantes sefialadas en resultados (5.7.5). En el estigma

cupuliforme, se registraron hasta cuatro tétrades dentro de la camara estigmatica del estigma
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cupuliforme, con orientacion indistinta. Esto sugiere que, en contraste con el diametro de las tétrades
respecto al del estigma, la cantidad de ménades, que podrian depositarse en la cdmara estigmatica,
necesarias para alcanzar el nimero maximo de 6vulos fecundados, seria de al menos cinco tétrades.
Un estigma similar a éste, se ha encontrado en los géneros Aubrevillea Pellegr., Burkea Benth. y
Dinizia Duke, de la tribu Caesalpinieae; caracteristicas también analizadas por Banks et al. (2010)
con fines complementarios a los estudios filogenéticos dentro de estos grupos; aunque, en este caso,
nombran a este tipo de estigma embudo cilindrico. Este tipo de estigma se asemeja por las
caracteristicas de la cAmara estigmatica al que se presenta en M. quadrivalvis var. quadrivalvis.

En los taxa con area estigmatica reducida, los resultados proponen que la posibilidad de
captacion de los granos de polen en el estigma, la germinacién de los mismos y la fecundacion de
los 6vulos, dependera de la orientacion en que las poliades lleguen al estigma; en cambio, en los taxa
con un area estigmatica amplia existe mayor posibilidad de captar un mayor nimero de poliades.

Distintos autores (Kenrick y Knox, 1982; Uma Shaanker y Ganeshiah, 1990; Seijo y Solis
2003); sefialan que en las mimosoideas, la poliade aseguraria la polinizacién de todos los 6vulos en
un solo evento, lo que permitiria simplificar la polinizacién debido a que las flores en Mimosa tienen
un periodo de antesis corto. Sin embargo, en los taxa estudiados, la gran cantidad de poliades
observadas en el estigma de M. camporum, permite sefialar que una poliade es capaz de fecundar los
ovulos, segun Taisma (2008), no todos los granos de polen alcanzaran a formar tubos polinicos, por
lo que se requeriria de mas de una tétrade para que se alcance la fecundacion del nimero maximo
de dvulos.

Por otro lado, en M. benthamii var benthamii y M. luisana la relacion polen-estigma sugiere
un evento reproductivo diferente al taxon anterior, en el cual se requeriria de al menos dos bitétrades

0 mas para la fecundacion de los todos los dvulos. Sin embargo, segun los resultados, el estigma
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poriforme presente en estos taxa, rara vez podria capturar hasta dos bitétrades debido a sus
dimensiones.

En contraste con los taxa anteriores, los taxa con estigma tubular y cupuliforme, necesitarian
la captura de al menos entre 1-5 tétrades con respecto a la dimension de la camara estigmatica y de
la cantidad de évulos por ovario, para que la fecundacion de todos los dvulos sea satisfactoria y el

gasto energético en los proceso reproductivos se optimice.

6.4. Calidad, produccion y germinacion del polen

Los datos de viabilidad de los granos de polen no reflejan alguna diferencia significativa entre los
taxa; sin embargo, los resultados denotan que, independientemente del método utilizado, el 70% de
los granos de polen en una antera son viables, lo que denota un alto porcentaje de polen con potencial
germinativo para llevar a cabo la fecundacion de los 6vulos.

Por otro lado, los datos relacionados con la produccion del polen sugieren que, se produce
una gran cantidad de poliades disponibles para llevar a cabo los procesos de polinizacion. El polen
producido en Mimosa se diferencia ampliamente del que se llega a producir en Acacia (Kenrick,
2003), debido a que en Acacia, estrictamente se podrian producir solo 8 poliades por léculo y la
cantidad de monades varia entre 8 y 16. Sin embargo, es posible sefialar una estrategia morfologica
que caracteriza las flores de estos dos géneros, con respecto a la produccion del polen y el nUmero
de estambres producidos. En Acacia, la diferencia radica en el nUmero de anteras disponibles segun
la cantidad de estambres ente 150-300 (Rico-Arce, 2007), en contraste, con el nimero de que
estambres en Mimosa entre 8 y 10 (Martinez-Bernal y Grether, 2006) y que difiere de Acacia por
producir un gran numero de poliades por I6culo, esto podria permitir un ajuste en la disponibilidad

de la carga de polen requerido en la polinizacion dentro de cada grupo (Endress, 1994).
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Ademas, una alta produccion de polen es un factor importante en la relacion polen-ovulo;
particularmente, Cruden (1977) sefiala que en las mimosoideas y en las asclepias (Wyatt et al., 2000),
esta relacion llega a ser muy baja (menor a 1), a pesar de la alta produccion, lo que permite sefialar
a estos grupos como la excepcién en las plantas xen6gamas como en algunos taxa del género
Calliandra con un bajo porcentaje de germinacion de tubos polinicos, mientras que, en algunos taxa
del género Inga se ajusta una Unica poliade con germinacion del total de granos de polen (Taisma,
2007). Sin embargo, la agrupacion del polen en tétrades y bitétrades en los taxa estudiados, asi como
la alta produccion en cada taxon, sugiere una gran cantidad de polen disponible para cada ovario,
que potencialmente permitiria asegurar la fecundacion de los 6vulos.

Los resultados de la germinacién del polen in vitro de los taxa estudiados, reflejan una baja
respuesta del polen (M. benthamii var. benthamii, M. camporum, M. luisana) con respecto al polen
de Acacia glomerosa benth, (Taisma, 2008), y una respuesta nula en los taxa donde no se observo
ningun cambio (M. pigra var. pigra y M. quadrivalvis var. quadrivalvis). En los taxa en que se
registro la formacion de tubos polinicos, corresponden a los medios de cultivo 4 y 5, que contenian
nutrimentos no contemplados en los primeros medios. Finalmente la germinacion se registré en el
medio de cultivo 5 con el mayor numero de nutrimentos, lo que sugiere que para la germinacion los
taxa estudiados, el polen requeriria de condiciones y nutrimentos similares a los que les proporciona
un estigma receptivo, los cuales se desconocen para Mimosa.

La germinacién del polen en taxa cercanos a Mimosa, se reporta con una amplia variacion;
por ejemplo en Acacia, como lo sefialan Kenrick y Knox (1981; 1989); la capacidad de germinacion
del polen decrece desde el momento en que se retira de las anteras y los periodos de viabilidad son
muy cortos, de hasta 72 horas. Del mismo modo, Kenrick (2003) sefiala que la pérdida de la calidad

del polen, puede ser resultante de la senescencia las flores y de los factores ambientales, como la
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humedad relativa a lo largo de los periodos de antesis; ambos tomados en cuenta al momento del
desarrollo y liberacion del polen.

Aunado a lo anterior, segun distintos autores como Heslop-Harrison (1992), Thomson y
Thomson (1992), Dafni y Firmage (2000), entre los requerimientos necesarios para la germinacion
del polen destacan: la longevidad, la potencialidad de hidratacion, y los recursos almacenados en
cada grano de polen hasta el alcance de un estigma receptivo; elementos clave que pueden varian
entre los taxa y que deben considerarse en los analisis de la formacion de tubos polinicos, tanto en

Mimosa como en otros taxa.

6.5. Morfologia de las inflorescencias y las flores

Las caracteristicas estructurales y funcionales de las flores han permitido determinar su papel en el
tipo de polinizacion como lo sefialan Frankel y Galun (1977). Del mismo modo, se ha sefialado que,
debido a la conformacién de las inflorescencias en algunas mimosoideas, estas funcionan como la
unidad de polinizacion (Arroyo, 1981); asi como en el géenero Acacia; que presenta flores con
estambres prominentes, que definen el color y la forma de las inflorescencias (Kenrick, 2003; Rico-
Arce, 2007). En los resultados se tomaron en cuenta las caracteristicas de las inflorescencias, lo que
permitio considerarlas como la unidad de polinizacion, dando a la planta la capacidad de atraer una
gama de visitantes florales (com. pers., Grether).

Los resultados morfoldgicos de las flores en Mimosa, muestran que la variacion en la forma,
numero de flores bisexuales, presencia o ausencia de flores estaminadas, la forma y proporcion de
las bracteas respecto a la longitud de la corola, asi como el numero total de flores por inflorescencia
son caracteristicas importantes en la atraccion de los polinizadores, los cuales son atraidos por

caracteristicas florales, asi como por los recursos que obtienen, ya sea polen o néctar (Endress, 1994)
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A su vez, los conjuntos florales en Mimosa, estan caracterizados por estructuras Ilamativas
como los estambres, que les permiten ser mas conspicuas y a su vez, ser visitadas mas de una vez en
el transcurso del dia (Pacini, 1992). En el caso de Mimosa, se sugiere como principal recompensa el
polen, sin embargo en otros géneros como Inga, Taisma (2007) sefiala que la recompensa para los
visitantes, ademas del polen es la produccidn de néctar y en contraparte, los visitantes florares llevan
a cabo la polinizacion.

Es importante sefialar que, en los taxa estudiados no se observo la presencia de néctar; sin
embargo, en M. luisana, M. benthamii var. benthamii y M. pigra var. pigra se observé un ovario
estipitado, que sugiere la existencia de un espacio libre, entre el ovario, los estambres y la base de la
corola. Este espacio podria ser acumulador de néctar como lo sefialan VVogel et al. (2005) en M.
lewisii. Por ello es importante analizar a detalle, la composicion floral en los taxa de Mimosa para
aclarar la presencia o ausencia de néctar.

Con base en los resultados, es posible sefialar los tipos de visitantes florales principales, con
respecto a la formay el area de las inflorescencias. En los taxa con capitulos globosos o subglobosos
(M. camporum, M. quadrivalvis var. quadrivalvis y M. pigra var. pigra), se propone una mayor
atraccion para polinizadores pequefios como abejas, abejorros, avispas y moscas (Aguilar-Sierra 'y
Smith-Pardo, 2009); mientras que, en los taxa con espigas (M. benthamii var. benthamii y M.
luisana), estructuras con mayor area en comparacion con los capitulos, sugieren la atraccion de
polinizadores de mayor tamafio como chapulines y grillos (com. pers., Grether, Martinez-Bernal y
Camargo-Ricalde).

Por otro lado, la presencia de sélo flores bisexuales en estos tres taxa, M. luisana y M.
benthamii var. benthamii (espigas) y M. pigra var. pigra (capitulos subglobosos), sugiere una menor

cantidad de polen disponible para ser dispersado, si se compara con los taxa que tienen flores
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estaminadas adicionales. Como en el caso de M. camporum y M. quadrivalvis var. quadrivalvis
(capitulos globosos), lo que sugiere, que la presencia de flores estaminadas podria generar una mayor
carga de polen disponible para la fecundacion y como recompensa para los polinizadores (Dafni,
1992; Aguilar-Sierra y Smith-Pardo, 2009), aunque el nimero de flores estaminadas observadas es
muy bajo.

Con base en la conformacion de las inflorescencias y las observaciones hechas en campo, es
posible sefalar, que el desarrollo de las maduracién de las flores es de tipo protogino, es decir, los
gineceos se desarrollan antes que los estambres (Endress, 1994). Esta caracteristica (tipo de
dicogamia) permite sefialar una separacion temporal de las estructuras reproductoras, con la
posibilidad de evitar la autopolinizacion (Bawa y Beach, 1981; Lloyd y Webb, 1986).

Lo que propone la necesidad de la visita de los polinizadores por 1o menos en dos 0 mas
ocasiones durante el desarrollo de la marcha floral; sin embargo, la separacion de las fases masculina
y femenina permitiria anular el evento de la autopolinizacién (M. benthami var. benthamii, M.
luisana y M. pigra var. pigra); aunque las caracteristicas de las longitudes del gineceo y androceo,
no descartan la posibilidad de la autopolinizacion en los taxa estudiados, donde las estructuras
reproductivas se encuentran en contacto directo (M. camporum y M. quadrivalvis var. quadrivalvis)
después de su elongacion.

Otro evento importante de mencionar en Mimosa es la sincronia de la apertura floral (Lloyd
y Webb, 1986); en M. benthamii var. benthamii, se observd un maduracion asincrénica; en M.
luisana hemisincronica y en los taxa restantes fue totalmente sincronica (M. camporum, M. pigra
var. pigra y M. quadrivalvis var. quadrivalvis). Esto sugiere que, en los taxa con hemi y asincronia,
ocurre una separacion de las flores en antesis en una misma inflorescencia, por lo que no todas las

flores madurarian durante un mismo periodo de tiempo, entre los individuos de una misma
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poblacién; mientras que, en los taxa con maduracion floral sincrénica, la polinizacién se efectuaria
con individuos de la misma o de diferentes poblaciones. Es decir, que durante el transcurso del dia,
la disponibilidad de la carga de polen y de estigmas receptivos puede variar y, con ello, la presencia
de los polinizadores.

Por lo tanto, el tamafio de las inflorescencias, la dicogamia, la sincronia de la marcha floral,
la morfologia y sexualidad de las flores, asi como los atrayentes florales que integran un conjunto
de caracteristicas distintivas en cada taxon, permitiran a cada taxon presentar distintas
combinaciones de caracteristicas que les permiten lograr el éxito reproductivo. El estudio en
conjunto de las caracteristicas implicadas en la biologia reproductiva, permite sefialar la explotacion
de distintos grupos de animales, cominmente asociados con las principales tendencias en la
dispersion del polen (anemocora o entomofila) en las mimosoideas (Kenrick, 2003). Esto incluye a
las abejas en Prosopis (Simpson, 1977) y en los taxa mesoamericanos de Acacia (Janzen, 1974),
desde la entomofilia generalista que ocurre en Acacia macracantha Humb. et Bonpl. ex Willd.
(Zapata y Arroyo, 1978) y Acacia senegal (L.) Willd. en India (Tandon et al., 2001); asi como en el
gran numero de acacias australianas (Stone et al., 2003) y los murciélagos en Parkia (Hopkins, 1981)

y en Mimosa lewisii (Vogel et al., 2005)

6.6. Estimacion del éxito reproductivo y estrategias reproductivas

En las plantas el éxito reproductivo puede evaluarse por la produccion de frutos y semillas (Endress,
1994). En los taxa analizados se realiz6 un acercamiento en la estimacion de la produccion de frutos
y semillas, con base en el promedio de flores y el nGmero de 6vulos por ovario, por inflorescencia y

considerando la fecundacion de todos los 6vulos por ovario.
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La produccion de frutos por inflorescencia y las semillas por fruto se enmarca de la siguiente
manera: M camporum produciria 20 frutos y alrededor de 80 semillas por capitulo; M. benthamii
var. benthamii, 278 frutos y hasta 2,800 semillas por espiga; M. luisana generaria un promedio de
66 frutos y 660 semillas por espiga; M. pigra var. pigra, un promedio de 71 frutos y alrededor de
1420 semillas por capitulo y por ultimo M. quadrivalvis var. quadrivalvis, formaria 27 frutos y 540
semillas por capitulo.

Considerando las estimaciones sefialadas, las cuales se basaron en s6lo una seccion de la
planta, es posible mencionar que algunos taxa de Mimosa tienen alta produccion de semillas, si se
considera la gran produccion de inflorescencias. Ademas, debe considerarse que no siempre se
alcanzara el maximo de 6vulos fecundados por ovario, debido a que el éptimo desarrollo de todos
los dvulos puede depender de distintos factores como los que mencionan Owens y Stirton (1989); la
calidad y cantidad de polen disponible para la fecundacion, los periodos de receptividad del estigma
y los sistemas de compatibilidad.

Por otro lado, con el analisis comparativo de las caracteristicas morfolégicas, anatomicas
(cuantitativas y cualitativas) de las estructuras reproductoras de los taxa estudiados y con base en
Cruden (1977) se pueden proponer tres estrategias reproductivas:

a. Xenogamia no facultativa (=alogamia). M. benthamii var. benthamii, con antesis asincronica
en una misma inflorescencia, estambres y gineceo de igual longitud; M. luisana, con antesis
hemisincrénica en una inflorescencia, con estambres mas cortos que el gineceo. Para ambos
taxa se sugiere polinizacion anemaocora.

b. Xenogamia facultativa (=alogamia facultativa). M. pigra var. pigra, antesis sincronica en una

inflorescencia y con estambres mas cortos que el gineceo. En este taxon se observa una
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marcada diferenciacion espacial de las estructuras reproductoras, por lo que la polinizacion
necesariamente requeriria de la presencia de los polinizadores.

Autogamia. M. quadrivalvis var. quadrivalvis y M camporum con antesis sincrénica en una
inflorescencia y con estambres del mismo tamafio que el gineceo. En Ambos taxa, el gineceo

y los estambres estan en contacto directo, lo que permitiria la posibilidad de autopolinizacion.
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7. CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfoldgicas del polen mostraron dos tipos de asociaciones (tétrades y bitétrades)
las cuales varian con respecto al numero de monades y en su arreglo estructural (tétrades cruzadas
esferoidales, tétrades cruzadas aplanadas esferoidales y elipsoidales y bitétrades elipsoidales
rotadas). Con base en lo anterior, se puede sefialar que la variacion en el nimero de monades, no
influye en el tamafio de las poliades como lo muestran nuestros resultados.

En este estudio se presentan las caracteristicas anatomicas y morfologicas del gineceo en
Mimosa, como un aporte importante para la subfamilia, con énfasis en la relacion polen-estigma,
produccion y calidad del polen, asi como en la produccion de frutos; los cuales tienen implicaciones
en la biologia reproductiva de Mimosa.

Por su forma y tamafio, se describen cuatro tipos de estigmas: poriforme, tubular,
cupuliforme y crateriforme, los cuales se caracterizan por ser himedos-no papilados. Ademas de
presentar un estilo sélido, ovario con variaciones en el tamafio, forma e indumento y 6vulos con
estructura semejante.

En la relacion polen-estigma, las caracteristicas morfoldgicas de las poliades (tamafio, forma
y tipo de asociacion), coinciden con la forma y el tamafio del estigma, lo que permite aseverar la
estrecha relacion de estas estructuras y su importancia en los eventos reproductivos del género.

Entre las particularidades del polen en los taxa estudiados, destacan la alta produccién y la
viabilidad de las monades; del mismo modo, la alta produccion de frutos y semillas por
inflorescencia nos permite indicar una estimacion del éxito reproductivo significativa con base en
las caracteristicas evaluadas.

Aunado a esto, con énfasis en las caracteristicas de las inflorescencias en capitulos o en

espigas, consideradas la unidad de polinizacién, el namero de flores por inflorescencia, la forma y
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proporcion de las bracteas, asi como la variacion en el tamafio de los verticilos florales,
principalmente en la longitud del gineceo con respecto a los estambres, y la relacion polen-estigma,
se pueden sefialar tres estrategias reproductivas: autogamia, xenogamia (alogamia) y xenogamia
facultativa.

La interaccién polen-estigma se suma a nuevas areas de investigacion en las mimosoideas,
como son la anatomia floral y la biologia del polen y del gineceo, que acercan al entendimiento del

éxito reproductivo de los taxa del género.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1

TECNICA DE ACETOLISIS PARA PROCESAR BOTONES FLORALES Y OBTENER

GRANOS DE POLEN

Tomado de Erdtman, 1960 y Martinez-Hernandez, 1970

1. Calentar agua a 90-100 °C en un vaso de precipitados.
2. Numerar los tubos de vidrio para centrifuga de 10 ml y anotar a que muestras corresponden.
3. Preparar mezcla acet6lica en campana de extraccion:
. 9 partes de anhidrido acético (18 ml).
. 1 parte de &cido sulfarico concentrado (2 ml).
4. Poner los botones florales en los tubos y machacarlos en seco con agitador.
5. Poner aproximadamente 3 ml de mezcla acet6lica en cada tubo y calentar en bafio Maria a

80-85 °C durante 13 min, para Mimosa, agitando frecuentemente.

6. Agregar acido acetico concentrado: llenar 3/4 partes del tubo y mezclar ligeramente.
7. Quitar los agitadores lavandolos con &cido acético.
8. Balancear los tubos por pares con su camisa agregando el cido acético necesario.

9. Centrifugar durante 5 min a 900-1000 rpm.

10.  Decantar en lavadero con agua corriente, escurriendo el &cido por la pared del lavadero.
11.  Llenar aproximadamente 1/3 del tubo con &cido acético.

12. Resuspender con el vortex.

13.  Balancear los tubos con &cido acético.

14.  Centrifugar durante 5 min a 350-600rpm.

15.  Decantar el acido acético en lavadero con agua corriente.

16.  Agregar agua destilada hasta 1/3 del tubo.

17.  Resuspender con el vortex.

18.  Llenar tubos hasta 3/4 con agua destilada.

19.  Balancear los tubos por pares con agua destilada.
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20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.

30.

Centrifugar durante 5 min a 900-1000 rpm.
Decantar en la tarja.

Agregar 3 ml de agua destilada en cada tubo.
Resuspender con el vortex.

Tamizar con malla 200 um (para Mimosa).
Observar el material al microscopio.
Regresar el polen tamizado a los tubos.
Balancear los tubos con agua destilada.
Centrifugar durante 5 min a 900-1000 rpm.

Decantar dejando muy poca agua en cada tubo.

Elaborar laminillas montando los granos de polen en gelatina glicerinada y sellando con

barniz transparente.

31. etiquetar las laminillas y conservar en polen sobrante en alcohol al 70% en frascos de vidrio

pequefios, debidamente etiquetados
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9.2. Anexo 2

PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

DE BARRIDO (MEB)

Bozzola 'y Russell, 1999
Material biologico: tejidos vegetales (gineceos y granos de polen)

Equipo: campana de extraccion, crondmetro, balanza analitica, plancha térmica con agitador
magnético, potenciometro, desecador a punto critico, evaporadora de carbono y oro, microscopio

electronico de Barrido.
Material de laboratorio:

Cristaleria (Frascos ambar, matraces, vasos de precipitado, pipetas Pasteur, viales con tapa,

desecador, cajas de Petri, etc.)

Otros: navajas, capsulas para desecacion, pinzas, soportes de aluminio, pisetas, hilo de carbon,

marcadores, l&pices, tintura de plata, cinta de carbén, parafilm, guantes de plastico.

Reactivos: glutaraldehido al 50%, fosfato monobésico de sodio, fosfato dibasico de sodio, sacarosa,

tetradxido de osmio, etanol al 100% y acetona, agua destilada.

Técnicas
A. Fijacion
1. Tamafio de las muestras de material bioldgico

El material bioldgico se procesa directamente o, si se requiere, se corta con navaja muy filosa en
pequefios pedazos de 4x4 mm como maximo, que se colocan en viales de cristal y se agrega
inmediatamente el fijador en una cantidad equivalente a 10 volumenes de fijador respecto a la

muestra.
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2. Preparacion de fijador

El glutaraldehido entre el 3 y el 6% en solucion amortiguadora, es un fijador frecuentemente
utilizado. La osmolaridad se determina en funcién de las caracteristicas del material que se pretende

fijar.

Los fosfatos se disuelven facilmente en el agua, por lo que se pueden colocar en matraces
aforados de bola bien tapados agitando a mano fuertemente o con un agitador magnético. Recordar

que las sales deben ser vaciadas al agua y no a la inversa.
3. Fijacion

Los trozos de material bioldgico se colocan en un vial y se les agrega un volumen de glutaraldehido
10 veces superior al del material, este procedimiento se lleva a cabo a temperatura ambiente, pero la
gradilla con los viales debe colocarse sobre hielo y el glutaraldehido debe mantenerse frio. Durante

el tiempo de fijacion (minimo 2 hrs) las muestras debe mantenerse de preferencia en refrigeracion.

Si se requiere vacio para que el fijador penetre mejor, las muestras se colocan en un desecador
conectado a una bomba de vacio. Debe cuidarse de hacer un vacio ligero (se ve en el menisco de los
viales y que la solucidn burbujee un poco) se cierra el vacio y se cierra la llave del desecador.
Material biolégico como esporas, polen, bacterias etc. requieren de un centrifugado previo, para
manejar el material en una "pastilla”. La centrifugacién sera de 3000 a 10,000 rpm durante 10 a 15
min dependiendo del tipo de material. El material se mantiene en los tubos Ependorf, el sobrenadante

de amortiguador, se elimina y se coloca el fijador.
4. Lavado

Se coloca la gradilla nuevamente sobre hielo y también el amortiguador de fosfatos. Se retira
por decantacion el glutaraldehido y se remplaza inmediatamente por amortiguador de fosfatos, se
realizan de 4 a 5 cambios.

B. Preparacion de la solucion de Tetraoxido de Osmio al 2%.

Reactivos: ampolleta de 0.5 g de osmio, 25 ml. de amortiguador de fosfatos
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Preparacion

El tetradxido de osmio suele estar cristalizado, para hacer cristales mas pequefios y facilitar
su disolucion, se procede a calentarlo en bafio maria, pero sin que esté hirviendo, se deja 2 min y se
saca. Luego se lava con jabon y agua corriente. En un frasco ambar con tapa de cristal esmerilada se
colocan 25 ml de la solucion de amortiguador de fosfatos. Bajo la campana de extraccion, la
ampolleta y su contenido se introducen en el frasco ambar. Se deja disolver la solucion durante 48
hrs en el refrigerador o se utiliza un agitador de ultrasonido durante 10 min. Debe evitarse que los

cristales queden en la solucion.
C. Aplicacion de la solucion de Tetraoxido de osmio

Soélo las muestras que van a ser utilizadas en microscopio electrénico deben ser fijada por
medio de una solucion de Tetradxido de osmio. La solucion de osmio debe ponerse en doble frasco
de vidrio ambar grueso cubierto con aluminio bien tapado con una tapa de metal o cristal y parafilm
para sellar. Debe prepararse solo la cantidad necesaria de solucion de tetradxido de osmio y

mantenerse en refrigeracion.

Las muestras deben haber sido fijadas en glutaraldehido entre 1 a 3 hrs minimo y lavadas con
amortiguador de fosfatos en 3 a 4 cambios; con una pipeta Pasteur se retira el amortiguador y con
una pipeta diferente se le incorpora la solucion de Tetradxido de osmio, las muestras se cubren con
parafilm y se mantiene todo esto bajo la campana de extraccion durante 30 min a 3 hrs segun el
material, incluso se pueden dejar en la solucion de Tetradxido de osmio hasta 12 hrs en ese caso, se
mantienen en el refrigerador. Después del tiempo requerido de la fijacién por tetradxido de osmio,
se retira la solucion Tetradxido de osmio con la misma pipeta con la que se coloc y se pone en un
frasco de vidrio grueso ambar, para tratarse como material peligroso de desecho, asi como el
glutaraldehido de los primeros lavados. Se hacen 3 lavados mas, manteniendo el material sobre hielo.

El material se deja en amortiguador para iniciar la deshidratacion.

D. Deshidratacion y desecacion al punto critico

El procedimiento de deshidratacién se lleva a cabo, colocando el material bioldgico y el
agente deshidratante sobre hielo. En el caso de muestras para microscopia electronica de barrido el

procesamiento se lleva hasta la desecacion al punto critico y se usa frecuentemente etanol o acetona.
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Reactivos: etanol o acetona, agua destilada
Se obtiene una serie de soluciones porcentuales de acetona (30, 40, 50, 60, 70, 85,100%) o
etanol (30, 50, 70, 80, 90 y 100%).

Las muestras de material bioldgico fijadas y en solucion amortiguadora se colocan en hielo,
remplazando el amortiguador por el etanol o la acetona al 30 %. Antes de afiadir el agente
deshidratante, se realizan 3 lavados con amortiguador de fosfatos. Los cambios del material en cada
una de las soluciones de alcohol o acetona deben hacerse entre 5 y 15 minutos o0 mas segun el
material. En algunos casos deberadn realizarse dos cambios en cada concentracion de etanol o
acetona. Se debe procurar evitar el uso de pipetas, se trabaja por decantacién para evitar dafiar las
superficies de la muestra. La deshidratacion se puede hacer en dos etapas, dejando toda la noche el

material en etanol o acetona al 70%, y continuar al siguiente dia.

La deshidratacion de las muestras para microscopia de barrido culmina con la desecacion al
punto critico, utilizando para ello el equipo denominado desecador al punto critico. Las muestras se
colocan en capsulas microporosas embebidas en etanol o acetona, cuidando que no se desequen e
incorporando etiquetas de papel bond escritas a lapiz para identificarlas. Las muestras de esporas y
polen frecuentemente tienen un tamario tal, que pueden pasar a través de los poros de la capsula, por
lo que para resolver esta eventualidad, se recubren internamente con papel Wattman No. 42 0 44. El
procedimiento consiste en hacer dos confetis de papel Wattman con sacabocados, uno del tamafio
del diametro de las capsulas microporosas y otro ligeramente mayor para colocar la muestra como

en emparedado Yy evitar que el material se salga durante el proceso.

La desecacion consiste en sustituir el etanol o acetona por CO- liquido, llevar el CO> al punto
critico, en el cual se transforma en gas, sometiéndolo a una temperatura de 36.1°C y una presion de
1070 Ib/pg2, el disolvente de transicion puede ser también el freén. Para que el CO2 se mantenga
liquido y sustituya al etanol o a la acetona, es necesario enfriar la cAmara en donde se encuentran las
muestras, controlando la presion. Una vez eliminado el etanol, se induce la desecacion al punto
critico llevando el CO- a la temperatura critica para transformarlo de la fase liquida a la gaseosa. El
CO: es eliminado muy lentamente y sustituido por aire. Una vez que la cdmara en donde estan las
muestras alcanza una presion normal, las muestras se retiran para ser recubiertas 1o mas pronto

posible con carbon y oro. Eventualmente se conservan en las capsulas microporosas y dentro de un
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desecador que contenga silica gel.
E. Montaje y recubrimiento con carbén y oro

Una vez desecadas, las muestras se montan en soportes de aluminio, especificos compatibles
con la evaporadora de carbono y oro y con el microscopio de barrido (no olvidar marcarlos para su

identificacion). Para pegar las muestras, se usa plata coloidal o cinta de carbdn.

Colocar una capa de carbén y otra de oro sobre la muestra, que permitan la conduccién y la
recuperacion de electrones secundarios, retrodispersados y otras emisiones, cuando las muestras son
sometidas al flujo de electrones en el microscopio de barrido. El recubrimiento se hace al vacio con
la participacion del argon. Las muestras recubiertas se mantienen en un ambiente seco colocandolas
en un desecador de vidrio. Las muestras asi procesadas estaran listas para ser observadas en el

microscopio electronico de barrido.
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