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RESUMEN

La polinizacion abidtica implica el transporte de polen por viento o agua, sin intervencion
de animales. Esto no significa que durante el proceso de fertilizacion no hay interacciones planta-
animal (p.e. florivoria), pero se han realizados pocos estudios al respecto. En el presente trabajo, se
estudio el posible papel de los peces herbivoros como depredadores de polen de los pastos marinos,
que son angiospermas con polinizacion hidrofilica. Las flores masculinas las especies de pastos
marinos Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y Halodule wrightii tuvieron sustancias
nutritivas  (proteinas,  polisacéridos,  almidones, lipidos insolubles)  determinadas
histoquimicamente. Durante marzo, abril y mayo del 2007 y 2008, en una pradera de pastos
marinos en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Mexico, se ofrecieron flores descubiertas
artificialmente en su habitat, y fueron consumidas por gran variedad de peces principalmente en
etapa juvenil. Por lo tanto, existe la posibilidad de que algunos peces interfieran en el proceso
reproductivo al disminuir la abundancia de polen. Las 3 especies de pastos marinos mantuvieron
las flores ocultas hasta pocas horas antes de la liberacion de polen. Thalassia testudinum libero su
polen en la noche cuando los peces herbivoros no son activos y las anteras de Halodule wrightii se
volvieron inconspicuas durante la liberacion de polen. Estos caracteres de floracién pudieron ser
mecanismos para evitar la pérdida excesiva de polen por depredacion, con la limitacion de polen
como posible mecanismo de evolucion estos mismos. En la exploracion de indicativos de
limitacion de polen no se registré evidencia de limitaciéon de polen en las poblaciones de
Syringodium filiforme y Halodule wrightii, pero se requieren mas estudios al respecto. Sin
embargo, Thalassia testudinum present6 limitacion de polen (expresado por una elevada tasa de
frutos abortados) al reducir al 50% las flores masculinas in situ, sugiriendo que el consumo de
polen por peces potencialmente puede afectar su éxito reproductivo. Por lo tanto, éste pasto marino

puede haber desarrollado mecanismos para evitar la depredacion de polen por peces.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION GENERAL

Los pastos marinos

Los pastos marinos son plantas vasculares con flores, las cuales pertenecen a la
Division Magnoliophyta (Angiospermas), Clase Liliopsida (Monocotiledoneas), Orden
Alismatales, familias Posidoniaceae, Zosteraceae, Cymodoceaceae, Ruppiaceae,
Zanichelliceae e Hydrocharitaceae (den Hartog, 1970; Tomlinson, 1982; den Hartog y Kuo,
2006). Las familias Posidoniaceae, Zosteraceae y Cymodoceaceae consisten exclusivamente
de especies marinas. La familia Hydrocharitaceae tiene especies tanto de pastos marinos como
de plantas que viven en ambientes de agua dulce (den Hartog y Kuo, 2006; Green y Short,
2003). Existe cierta controversia sobre la consideracion de algunas especies de Ruppiaceae y
Zannichelliceae como pastos marinos y su clasificacion fuera o dentro de este grupo ecoldgico

depende del criterio del investigador (Kuo y McComb, 1998; Short et al, 2011 (en prensa).

Los pastos marinos son polifiléticos y dada la diversidad filética de sus taxa, las
convergencias evolutivas en cuanto a las formas y funciones de sus estructuras son notorias,
asi como el crecimiento horizontal mediante los rizomas, estrictamente ligado a la expansion
clonal (Tomlinson, 1982). Arber (1920, en den Hartog, 1970) se refiere a los siguientes
criterios para que una especie pertenezca al grupo de los pastos marinos: (1) tolerancia al
medio salino; (2) plantas complejas completamente sumergidas; (3) sistema de rizoma y
raices que soportan el efecto del oleaje y la marea; (4) capacidad para la polinizacion
hidrofila; y, finalmente, den Hartog (1970) incluye (5) la necesidad de dispersion en el medio

marino.
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En los ambientes costeros, los pastos marinos juegan un papel crucial en cuanto a
productividad primaria, alimento y habitat, ademéas de procesos biogeoquimicos globales (van
Tussenbroek et al., 2006; Orth et al., 2006c). Proveen de alimento a tortugas marinas, peces y
mamiferos marinos como manaties y dugongos, reportados en la lista roja de la IUCN
(International Union for Conservation of Nature) como especies vulnerables a la extincion
(Vié, 2008). Ademas, esta bien documentado el papel que juegan como zonas de crianza de
juveniles de crustaceos, peces y moluscos, algunos de gran importancia comercial (Watson et
al., 1993; Duffy, 2006). Los pastos marinos incrementan la transparencia del agua atenuando
su movimiento y ayudando al depdsito de particulas finas (Orth et al., 2006c); su extenso
sistema de raices y rizomas estabiliza y retiene el sedimento ayudando a prevenir la erosion
costera durante tormentas y huracanes (van Tussenbroek et al., 2008b). Ademas, las hojas
fungen como sustrato para un gran numero de epibiontes, como macroalgas, microalgas,
bacterias y protozoos (Borowitzka et al., 2006). Los arrecifes de coral, manglares, mantos de
sargazo gigante (Macrocystis pyrifera) y las praderas de pastos marinos, son los ecosistemas
costeros mas productivos del mundo (Duarte et al., 2004). Sin embargo, los pastizales
marinos y los servicios ambientales que brindan a nivel mundial han sido afectados por el
incremento de la poblacién humana y la consecuente presion sobre las zonas costeras (Duffy,
2006; Duarte et al., 2008). Se ha sugerido que la pérdida del pastizal marino es un factor que
contribuye a la degradacion de los océanos en el mundo (Short y Coles, 2001; Orth, et al.,

2006c¢; Duarte et al., 2008; Waycott et al., 2009).
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Reproduccion sexual en los pastos marinos

El transporte de polen de los pastos marinos, en contraste con la mayoria de las
angiospermas, no ocurre por medio de animales y, por lo tanto, es clasificado como abiético.
Los sindromes abidticos de la polinizacion se denominan como anemofilico (polinizacién por
viento), hidrofilico (polinizacién submarina o bajo el agua) y ephidrofilico (polinizacién en
una superficie acuosa) (Ackerman, 2000). Las distinciones en la clasificacion de la
polinizacion basadas en el medio de transporte del polen traen como consecuencia ciertas
adaptaciones, como el color, la morfologia de la flor, el tamafio y la forma del polen, la

morfologia de los estigmas, asi como los costos de transferencia.

El sindrome abidtico de polinizacion se caracteriza por: 1) estigmas y anteras
extendidas en el medio de dispersion y 2) carencia de estructuras florales llamativas. Los
pastos marinos pueden tener tépalos pequefios con coloracién poco llamativa o incluso
carecer de una corola (ej. Cymodoceaceae, den Hartog, 1970). Las flores femeninas de la
familia Hydrocharitaceae son solitarias, con estigmas papilados, alargados y bifidos.
Halophila, Amphibolis, Cymodocea, Halodule y Thalassodendron (familia Cymodoceaceae)
tienen flores desnudas, es decir, sin pétalos ni sépalos y cada carpelo posee un estigma
aplanado, bifido (excepto Halodule) y sin papilas (den Hartog y Kuo, 2006), con excepcion de
Amphibolis que tiene tres estigmas por carpelo (Tomlinson, 1982). Algunos géneros tienen
flores solitarias (tal como Halodule y Cymodocea) mientras que Syringodium tiene
inflorescencias cimosas y cada flor esta cubierta por bracteas (den Hartog, 1970; Tomlinson,

1982).

La prevalencia de la separacion de sexos es otra de las caracteristicas del sindrome

abidtico, aunque en plantas hidrofilas queda en duda si es el resultado de una convergencia
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evolutiva de adaptacion a la vida en el agua (Les, 1988; Les et al., 1997). El 75% de los
géneros de pastos marinos son dioicos, las flores femeninas y masculinas crecen en diferentes
plantas. S6lo 3-4% de las angiospermas en el mundo son dioicas (McConchie y Knox, 1989;
Kuo y den Hartog, 2006). Cox (1988) menciona que existen dos posibles explicaciones para
tratar de entender el origen de la alta frecuencia de dioicidad en este grupo de plantas, ambas
intimamente relacionadas con el sindrome hidrofilico. La primera, si las funciones
reproductivas masculinas interfirieran con las funciones reproductivas femeninas, la
poblacién podria declinar. Por ejemplo, si los mecanismos para la captura de polen (estigmas
extendidos en el medio), fueran bloqueados fisicamente por las estructuras de dispersion del
polen, que deben ser alargadas para transportarlo en el medio acuatico (Ackerman, 2006),
podria existir un riesgo de disminuir los niveles de fecundacion. Segunda, en muchos taxa
hidrofilos, que son clonales, la separacion de sexos excluye la autofecundacion, disminuyendo
las posibilidades de efectos negativos de la endogamia (“inbreeding depression”).
Alternativamente, tal como Les (1993) sugirié para las Cymodoceaceae, los pastos marinos
pudieron tener ancestros dioicos, y por lo tanto, los descendientes son dioicos, ya que el
proceso de regresar a flores hermafroditas después de separacion de sexos es casi imposible

por razones de desarrollo (ver Barrett, 2002).

Planteamiento del estudio

Mientras realizaban observaciones de los tiempos y la sincronizacion de la antesis de
Thalassia testudinum, van Tussenbroek et al. (2008a) observaron y filmaron como un pez
loro juvenil se comid una flor masculina. Posteriormente, registraron que la florivoria de las

flores masculinas de la especie, en el area de estudio (la laguna arrecifal de Puerto Morelos),
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es relativamente comdn. Como el proceso de polinizacion es abiotico, existe el paradigma de
que no haya ninguna interaccion planta-animal en tal proceso. Sin embargo, a la luz de dicha
observacion, existe la posibilidad de que los animales interfieran en el proceso reproductivo

de la planta al disminuir la abundancia de polen.

El presente estudio pretende dar seguimiento a esta observacion al evaluar:

1) Si la herbivoria floral es comun entre los pastos marinos en la laguna arrecifal de

Puerto Morelos y no sélo restringida a la especie T. testudinum (Capitulo 2).

2) Si la cantidad de polen producido por los pastos marinos es suficiente para una
fecundacion optima y si una reduccion de flores masculinas puede afectar el éxito

reproductivo de estas especies (Capitulo 3).

3) Si las especies de pastos marinos han desarrollado estrategias para evitar una

depredacion excesiva de las flores masculinas (Capitulo 4).
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Descripcion de las especies de estudio

El presente estudio se realizO con tres especies de pastos marinos: Syringodium
filiforme, Halodule wrightii, Thalassia testudinum, comunes en la laguna arrecifal de Puerto

Morelos, Quintana Roo, México.

Syringodium filiforme (Ktzing)

La distribucién de Syringodium filiforme (Cymodoceaceae) esta restringida al Golfo
de Meéxico, Caribe, Bermuda y Bahamas (den Hartog y Kuo, 2006; Fig. 1.1A). Este pasto
crece en sustratos suaves compuestos principalmente por arena (Phillips, 1960, Fig. 1.1B). La
mayor abundancia de S. filiforme ocurre entre 1.5 y 10 m de profundidad, pero puede formar
praderas extensas a mayor profundidad (hasta 30 m); en aguas someras de hasta 5-6 m,
generalmente crece acompariada de otras especies. Eiseman (1980) reporta que S. filiforme
ocurre donde el oleaje y las corrientes no son intensas, frecuentemente mezclada con
Thalassia testudinum y Halodule wrightii. Syringodium filiforme es considerada una especie
tropical; sin embargo, también se distribuye al norte de la Florida, por lo que se le considera
euritermal. La salinidad 6ptima para el crecimiento de esta especie varia entre 25 y 35 %o

(Phillips, 1960).

Figura 1.1. A. Distribucion mundial de Syringodium filiforme. Las zonas sombrd8das en gris son el rango esperado de la
especie y los puntos representan las localidades registradas (Tomado de Green y Short, 2003). B Detalle de una pradera
de S. filiforme en Puerto Morelos. Fotografia de RicardoWong, 2007.
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Syringodium filiforme es una planta herbacea con crecimiento monopodial, con el
rizoma enterrado en la arena. El rizoma puede tener hasta 5 mm de grosor, tiene nodos o
zonas meristematicas en las que se encuentran las raices y los haces foliares y sexuales. Las
hojas son cilindricas, la longitud pueden variar de 10 a 30 cm y son de aproximadamente 2
mm de didmetro (den Hartog, 1970). La principal forma de reproduccion es a través del
crecimiento vegetativo, como la elongacion del rizoma y la produccién de nuevos haces. Se
trata de una planta dioica con flores desnudas (sin sépalos ni pétalos) agrupadas en
inflorescencias cimosas con maximo 30-50 flores en diferentes etapas de desarrollo y
cubiertas por bracteas (Kuo y den Hartog, 2006, Fig. 1.2). En las cimas, por cada nodo hay
una flor. Las flores femeninas tienen dos ovarios, cada uno con un estilo y dos estigmas finos
y alargados. En ocasiones, en la misma flor, el desarrollo de los ovarios presenta un ovulo
acronico y, como resultado, un fruto muestra mayor desarrollo que el otro (Kuo y den Hartog,
2006). Las flores masculinas tienen dos anteras fusionadas con cuatro pares de
microsporangios. El polen es filamentoso y se encuentra embebido en una sustancia
mucilaginosa rica en carbohidratos (Kuo y den Hartog, 2006).

En Puerto Morelos, la época de floracion es de enero-febrero hasta junio-julio
(comunicacion personal Brigitta van Tussenbroek). Los frutos son de color café claro u
oscuro, ovoides, de 6-7 mm de largo, 3.5-5 mm de ancho y 1.5 mm de grosor; el nostrum es
bifido de 2-3 mm (den Hartog, 1970). Los frutos maduran en las cimas antes de caer al
sedimento y pueden tener un periodo de latencia prolongado, de aproximadamente 3 afios
(McMillan, 1981). Sin embargo, el banco de semillas es considerado como transitorio

(Guzman-Trampe, 2009; Orth et al., 2006a).
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Figura 1.2. Syringodium filiforme (Cymodoceaceae): A. Cima femenina; B. Botones masculinos cubiertos por
bracteas; C. Botones masculinos sin bracteas; D. Flor masculina con las anteras abriendo y el polen expuesto
(Fotografias de Brigitta van Tussenbroek, 2007). Diagrama de estructuras reproductoras: a. Flor masculina
después de antesis; b. Boton con bracteas removidas, indicado con flecha; c. Flor masculina abierta liberando
polen; d. Parte de una cima femenina; e. Flor femenina con los estigmas receptivos con polen; f. Frutos jovenes
con bracteas removidas; g. Frutos con estigmas cortos y brécteas abiertas. Barras: (8, b,c,d)1cmy (e, f, g) 1

mm. Dibujos de Elvia Esparza, 2009. b: bractea, e: estigma, f: fruto, fi: filamento, n: nodo, p: polen,
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Halodule wrightii (Ascherson)

Halodule wrightii pertenece a la familia Cymodoceaceae, se distribuye ampliamente
en el Caribe y el Golfo de México, hasta las costas del Atlantico de Estados Unidos y
Bahamas, ademas de Sao Tomé y Principe en Brasil. También se distribuye en las costas
Africanas de Angola, Kenya, Madagascar, Mauritania, Mozambique y Tanzania y en el Indo-
Pacifico (den Hartog, 1970; Green y Short, 2003) (Fig. 1.3). Esta es una especie que se
desarrolla en aguas someras hasta 2.5 m de profundidad, generalmente en sustratos suaves
compuestos principalmente por arena (Creed et al., 2003). También puede crecer en aguas
turbias y profundas o en ambientes estuarinos influenciados por manglares donde predominan
las fluctuaciones de salinidad, turbidez y contenido de nutrientes en sedimento y agua.
Halodule wrightii puede formar praderas monoespecificas 0 crecer acompafiada de
Syringodium filiforme, Thalassia testudinum o algas verdes y rizofiticas como Caulerpa spp.,
Halimeda spp., Penicillus spp., entre otras (Creed et al., 2003). En las costas Africanas se
puede encontrar en asociacion con Cymodocea rotundata, Halodule uninervis y Halophila

ovalis (den Hartog, 1970).

Figura 1.3. Distribucion mundial de Halodule wrightii. Las zonas sombreadas en gris son el rango esperado de la

especie y los puntos negros representan las localidades registradas (Tomado de Green y Short, 2003).
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Halodule wrightii es una planta herbacea de crecimiento monopodial, el rizoma se
encuentra enterrado algunos centimetros bajo la arena y tiene 2-5 raices y un haz foliar por
cada nodo. Las hojas son liguladas y alargadas, pueden medir de ancho de 2 a 5 mm y de
largo entre 4 y 10 cm. Como todos los pastos marinos, H. wrightii es una planta clonal,
extendiéndose y manteniendo las praderas (perennes) a través del crecimiento horizontal de
los rizomas (Ferguson et al., 1993). Esta planta es dioica, las flores se localizan en la base de
los haces y se desarrollan bajo el sedimento. Las flores femeninas poseen dos ovarios
elipsoidales o globosos de 1.5 a 2 mm de didmetro, cada uno con un évulo con un estilo no
segmentado de 10-28 mm de longitud. Al madurar, los estigmas se estiran en la columna de
agua parecidos a dos hilos blancos (Fig. 1.4A). Los frutos se presentan en pares, son ovoides
0 globosos, ligeramente comprimidos de unos 3 mm de diametro y con coloracién café
oscuro o negro (Fig. 1.4C). Las flores masculinas estan compuestas por dos anteras
fusionadas y lobuladas de 3 a 5 mm de longitud, la antera superior estd 0.5 mm arriba de la
inferior (Fig. 1.4B, c-d) y es de coloracion rojiza por las numerosas células de taninos que
contiene. EIl polen es filamentoso (den Hartog, 1970; den Hartog y Kuo, 2006, Fig. 1.4e).
Poco antes de la antesis, el filamento se estira para levantar el boton floral por encima del
sedimento. El filamento puede dejar una cicatriz de floracién en el rizoma vertical. En la
laguna arrecifal de Puerto Morelos, la floracion ocurre de marzo a junio o julio, con un climax
en abril-mayo, aunque durante toda la temporada floral pueden encontrarse haces sexuales en
diferentes etapas de desarrollo. Esta especie puede colonizar areas perturbadas por medio de

bancos de semillas (comunicacién personal Brigitta van Tussenbroek).

10
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Figura 1.4. Halodule wrightii (Cymodoceaceae): A. Flor femenina; B. Flor masculina; C. Frutos (Fotografias de
Brigitta van Tussenbroek, 2007). Diagrama de estructuras reproductoras. a. Haz foliar con flor masculina
después de la antesis; b. Botdn masculino envuelto en la vaina foliar. Barra: 1 cm. ¢ y d. Detalles de antera y
vaina removida; e. Flor masculina en antesis; f. Flor femenina mostrando dos ovarios con estilo; g. Detalle de las
puntas de los estigmas. Barra: 1 mm. Dibujos de Elvia Esparza, 2009. a: antera, bf: boton floral, e: estigma, fi:

filamento, o: ovario, p: polen, s: estilo, v: vaina foliar.

11
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Thalassia testudinum (Banks ex Kding)

Thalassia testudinum (Hydrocharitaceae) esta ampliamente distribuida en el oeste del
océano Atlantico tropical y subtropical, desde Florida (E.U.) hasta Venezuela y las Antillas
(den Hartog, 1970). En México se localiza en las costas del Golfo de México y el Caribe (den
Hartog, 1970; Green y Short, 2003). Esta especie se presenta desde areas expuestas durante
mareas bajas hasta los 10-15 m de profundidad y crece principalmente en sitios con sustrato
de lodo o arena (Green y Short, 2003). T. testudinum se desarrolla 6ptimamente entre los 23 y
31 °C (Barber y Behrens, 1985) y en el intervalo de salinidad de 24 a 35 %o (van Tussenbroek

et al., 2006).

Figura 1.5. Distribucién mundial de Thalassia testudinum. Las zonas sombreadas son el rango de la especie y los

puntos representan las localidades de registro (Tomado de Green y Short, 2003).

Este pasto marino es una planta herbacea tipo monopodial que crece con el rizoma
enterrado, el cual es grueso y con numerosas raices. Es una planta dioica, cuyas flores se
forman dentro de la vaina del grupo foliar y sobresalen del sustrato cuando llegan a la
madurez, justo antes de la antesis, emergiendo unos centimetros arriba del sustrato (Cox y
Tomlinson, 1988). Las flores femeninas son solitarias, tienen un ovario con 2-6 6vulos, con

un estilo y 7-8 estigmas alargados de 1.5-2.5 cm de largo (Orpurt y Boral, 1964; den Hartog,

12
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1970). Estas flores crecen sobre un pedunculo de 3-4 cm de largo (den Hartog, 1970). Las
flores masculinas tienen un pedicelo de 1.25-2.5 cm de largo y crecen en grupos de 2 6 3, en
diferentes etapas del desarrollo. Se pueden reconocer los haces masculinos por las cicatrices
que dejan los pedicelos de floraciones anteriores en el rizoma vertical (Fig. 1.6C). Cada flor
tiene 9-10 anteras bilobuladas y el polen es esférico, embebido en mucilago. Las flores
masculinas y femeninas (Fig. 1.7) tienen tépalos incoloros con motas de tonalidad rosa o
violeta (den Hartog, 1970). El fruto es globoso y puede medir hasta 1.5 cm de didmetro; el
fruto maduro es suave y cambia de verde brillante a verde amarillento y ocasionalmente a
rojo; puede contener 1 a 6 semillas (Fig. 1.7, Orpurt y Boral, 1964). El fruto maduro puede
permanecer pegado a la planta parental (Fig. 1.6A), en donde abre y libera las semillas, o se
puede liberar por medio de la accion de las olas y abrir cuando esta flotando (Orpurt y Boral,
1964).

En el Caribe mexicano, la reproduccion
sexual de T. testudinum es estacional
iniciando en febrero-marzo con la
aparicion de los primordios florales, con
flores en antesis durante los meses de
marzo-abril hasta septiembre y frutos
maduros desde julio hasta octubre (van

Tussenbroek, 1994; 2006).

Figura 1.6. Thalassia testudinum. Haces sexuales.

A. Haz femenino con fruto maduro. B. Haz

femenino con fruto inmaduro. C. Haz masculino con cicatriz de pedicelos en el rizoma vertical.

13
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Figura 1.7. Thalassia testudinum. (Hydrocharitaceae). A: flor femenina, B: flor masculina (Fotografias de
Brigitta van Tussenbroek, 2007). Diagramas de estructuras reproductoras: a: haz con flores masculinas en
diferentes etapas del desarrollo, b-c: elongacion del pedicelo y apertura de los tépalos y de las anteras, d: botén
floral femenino, e: flor femenina, se removié la bractea frontal, f: fruto inmaduro, g: fruto maduro, h: semilla, i:
fruto abierto sin semillas. Barra: 1 cm. a: anteras, b: bracteas, bo: botdn, e: estigmas, eo: estigmas oxidados, p:

polen, pe: pedicelo, ps: anteras después de la antesis, t: tépalos, v: vaina (Dibujos de Elvia Esparza, 2009).

14
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HIPOTESIS

Capitulo 1. Herbivoria floral

Hipotesis 1. Las flores masculinas de Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y
Halodule wrightii (las tres especies abundantes de pastos marinos en la laguna

arrecifal de Puerto Morelos), son una fuente de alimento preferido por peces.

Capitulo 111. Limitacion de polen

Hipotesis 2. La produccion potencial de polen de las tres especies de pastos
marinos mas abundantes en el area de estudio es suficiente para fecundar todos los

Ovulos disponibles.

Hipdtesis 3. Una depredacion de polen sin restricciones por peces herbivoros

resultaria en limitacion de polen.

Capitulo V. Posibles estrategias de defensa contra herbivoria

Hipdtesis 4. Las flores de las tres especies de pastos marinos del estudio han
desarrollado caracteristicas morfologicas para evitar la depredacion de las flores

masculinas.

OBJETIVOS

General de la tesis

Determinar si las flores masculinas de Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y
Halodule wrightii en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, estan sujetas a herbivoria y
establecer las posibles estrategias de defensa.

15
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Particulares por capitulo

Capitulo 11. Herbivoria Floral

1.

2.

Conocer si el polen de las tres especies de pastos marinos contiene sustancias nutritivas.

Observar si especies de peces depredan el polen de las tres especies de pastos marinos.

Capitulo 111. Limitacion de polen

1.

2.

3.

Realizar un conteo del polen en las anteras de las tres especies de pastos marinos.
Conocer la frecuencia de floracion de las tres especies de pastos marinos.

Determinar la produccién potencial de polen por évulo por m? en las tres especies de
pastos marinos en el area de estudio.

Explorar indicativos de limitacion de polen en las praderas de las especies Syringodium
filiforme y Halodule wrightii.

Establecer, por medio de experimentos, si la reduccion de las flores masculinas puede

resultar en la limitacion de polen en Thalassia testudinum y S. filiforme.

Capitulo V. Posibles estrategias de defensa contra herbivoria

1.

Estudiar in situ la frecuencia de herbivoria de las flores masculinas de las tres especies
de pastos marinos.
Registrar y proponer los posibles mecanismos desarrollados por los pastos marinos

para evitar la herbivoria de las flores masculinas.
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AREA DE ESTUDIO

La laguna arrecifal de Puerto Morelos se ubica en la costa noreste de la Peninsula de
Yucatan, en Quintana Roo, México, situada dentro del Area Natural Protegida Parque
Nacional Arrecife de Puerto Morelos (localizada en 20°51°16.51” N, 86°52°20.23” W). El
clima es clasificado como Aw; célido subhimedo con lluvias todo el afio e inviernos
generalmente menos lluviosos (INEGI, 2009). Las tormentas tropicales y huracanes ocurren
entre los meses de junio y noviembre. (Ruiz-Renteria et al., 1998).

La laguna esta delimitada por un arrecife de franja de mas de 7 km de largo situado a
una distancia de entre 350 my 1.6 km de la linea de costa. Este arrecife esta ubicado de norte
a sur paralelo a la linea de costa. No hay descargas de rios y lagos superficiales, por lo que la
salinidad se mantiene en 35 %o. La temperatura superficial del agua varia entre 25° C durante
el invierno y 31° C en el verano. La laguna tiene profundidad de hasta 7 m (generalmente 2.5
a 4 m) y el fondo esta cubierto por arena calcarea colonizada por una comunidad de pastos
marinos, en la cual domina Thalassia testudinum. La vegetacion de los pastizales se divide en
tres zonas principales: costera, laguna media y arrecife posterior (Ruiz-Renteria et al., 1998).

En el borde de la costa existen praderas de T. testudinum y Syringodium filiforme, las
cuales estan acompariadas de algas rizofiticas y franjas bordeantes de Halodule wrightii hacia
la playa. La zona de la laguna media tiene suelo arenoso y en ella se encuentra una densidad
moderada de T. testudinum y S. filiforme, acompafiadas de algas rizofiticas. En la zona del
arrecife, la pradera se compone principalmente por T. testudinum, bajas densidades de algas

rizofiticas y S. filiforme (Ruiz-Renteria et al., 1998; observacion personal).
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Los sitios experimentales del presente estudio fueron los siguientes (Fig. 1.8).

1. Franja costera con parches de Halodule wrightii, con coordenadas geograficas 20°52.073°
N, 86°52.017° W y 20°52.118” N, 86°54.999° W. Es una zona que bordea la linea de costa (a
unos 10-50 m de distancia). La profundidad varia de < 1 hasta 2 m, el sustrato es suave
compuesto principalmente por arena. La vegetacion dominante es Halodule wrightii
acompanada de algas rizofiticas Halimeda incrassata, Penicilus spp. y algunos parches
pequefios de Syringodium filiforme.

2, 3. Praderas de Syringodium filiforme cercanas a la costa, con coordenadas geograficas
20°52.096° N, 86°52.012° W y 20°52.080° N, 86° 52.004’ W. Se encuentran aproximadamente
a 50 m de distancia de la linea costera, la profundidad es de unos 2.5 m y el sustrato es
arenoso. El oleaje se puede denominar como ligero. La vegetacion se compone de S. filiforme,
algas rizofiticas Caulerpa paspaloides, Udotea spp., Halimeda incrassata, Penicilus spp. y
algas pardas, principalmente Lobophora variegata.

4. Pradera de Thalassia testudinum en laguna media, con coordenadas geograficas
20°52.058°N, 86°51.942°W. La profundidad media de esta zona es de 3 m, el sustrato es
arenoso. El oleaje es moderado. La vegetacion dominante es T. testudinum con algas
rizofiticas Halimeda incrassata, Caulerpa paspaloides, Udotea spp. Penicilus spp. y algas
pardas Lobophora variegata, Padina spp., Laminaria spp.

5. Praderas de Thalassia testudinum con baja densidad de S. filiforme cercanas al arrecife. Las
coordenadas geogréaficas son 20°51.854°N, 86°51.492°W y 20°51.643°N, 86°51.971'W. La
profundidad es de unos 3 my el sustrato es arenoso con pedaceria de coral. Esta protegida por

la rompiente arrecifal con un relativo régimen hidrodinamico alto.
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6. Franja costera cercana a Cancun con coordenadas geograficas 21°01.421°N, 86°48.739°W.
Es una bahia somera y con poca energia de oleaje, la profundidad es de < 1 m hasta
aproximadamente 1.5 m. El sustrato es fangoso y con abundante materia orgénica. La
vegetacién dominante cercana a la costa es Halodule wrightii en parches distribuidos a lo

largo de la costa mezclados con Syringodium filiforme y abundantes algas rizofiticas y pardas.
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Figura 1.8. Mapas de las areas de estudio donde se indican los sitios experimentales. 1.

Republica Mexicana; 2. Laguna arrecifal de Puerto Morelos; 3. Zona hotelera de Cancun.
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CAPITULO 2 HERBIVORIA FLORAL

ANTECEDENTES

Herbivoria de pastos marinos

El pastoreo sobre las hojas de los pastos marinos es considerable y afecta su
productividad y abundancia en los ambientes marinos del mundo (Valentine y Heck, 1999).
Los herbivoros de los pastos marinos pertenecen a diferentes phyla. Algunos ejemplos de
herbivoria foliar incluyen al erizo de mar (Echinodermata) Lytechinus variegatus como el
consumidor principal de las hojas de Thalassia testudinum en Florida Bay, con densidades de
20 a 40 individuos por m? que consumen hasta 1 g seco/erizo/semana (Greenway, 1976; Hay,
1984; Valentine et al., 1997; 2000). En el area exterior a Florida Bay, Rose et al. (1999)
reportaron una disminucion en 82% de la abundancia del pasto marino dominante
Syringodium filiforme por el mismo erizo, con consecuencias nocivas para la epifauna y la
infauna, claridad del agua, calidad del habitat de peces y reduccién de la productividad
primaria. En Bermuda, la herbivoria del pez lora Sparisoma radians (Chordata, Scaridae)
sobre hojas de T. testudinum en areas experimentales con elevado contenido de nutrientes fue
del 100% en 9 dias, pero los sitios experimentales se recuperaron en un periodo de 6 a 10
semanas (McGlathery, 1995). Ogden (1980) reporté que en una pradera caribefia oligotrofica,
5 a 10% de la produccion primaria neta fue consumida principalmente por S. radians. En
algunos sistemas arrecifales se han registrado “halos” por peces y erizos que migran del
arrecife al pastizal (Randall, 1965; Valentine y Duffy, 2006). Zimmerman et al. (2001),
observaron reducciones drasticas en la abundancia, tamafio y productividad de Zostera
marina (Monterey Bay, California), debido a Tectura depicta, una lapa (Mollusca) que se

alimenta de la epidermis de las hojas, consumiendo solamente el 10% de biomasa, pero
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creando un gran dafio por consumo exclusivo de la epidermis con pigmentos fotosintéticos.
También existen organismos excavadores en los pastos marinos, tales como el isépodo
Limnoria simulata y Lynseia spp. (Arthropoda) que viven y se alimentan dentro de canales
creados en tejido foliar vivo de Thalassia testudinum del Caribe (van Tussenbroek y Brearley,
1998) y Posidonia spp. en Australia (Brearley y Walker, 1995), respectivamente. En una
revision sobre dispersion de semillas por zoocoria, Clausen et al. (2002) mencionan que
algunas aves migratorias de la familia Anatidae (gansos, patos y cisnes) son consumidoras de
plantas con semillas de Zostera marina y Ruppia maritima. Los efectos del pastoreo continuo
0 intensivo de la tortuga marina Chelonia midas y sirénidos sobre pastos tropicales fueron
probablemente muy impactantes en el pasado cuando éstos eran abundantes (Nietschmann y
Nietschmann, 1981; Ogden et al., 1983; Williams, 1988; Moran y Bjorndal, 2006). Incluso,
Valentine y Duffy (2006) sugieren que la similitud morfologica vegetativa entre angiospermas
terrestres y marinas pudiera haber sido resultado de una respuesta comun a una alta presion de
grandes herbivoros en las praderas, independientemente de sus distintos origenes
taxonomicos. Esta respuesta incluye crecimiento de rizomas bajo el sustrato, integracion
fisiologica entre ramets y colocacion de meristemos bajo el sustrato para proteccion y rapida

regeneracion foliar después de la defoliacion.

Aunque la herbivoria foliar es comuin en todas las areas donde crecen los pastos
marinos y su impacto local puede ser significativo, actualmente se estima que s6lo un 20% de
la produccion primaria de los pastos del mundo es consumida por herbivoros a nivel global
(Valentine y Duffy, 2006), posiblemente porque las hojas no son una fuente alimenticia
atractiva para los peces y fauna pequefia. Duarte (1990) menciona que las hojas de los pastos
marinos contienen altas proporciones de carbono (C): nitrégeno (N): fosforo (P) con valores

promedio de C: N: P de 474: 24: 1, mismos que varian entre especies y de acuerdo a las
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condiciones locales. Ademas, el contenido de N y P es bajo, con porcentajes promedio de
1.8% N y 0.20% P del peso seco del tejido foliar. Por ultimo, el carbono se encuentra en
forma refractaria y, por lo tanto, es dificil de digerir (Klumpp et al., 1989). Por lo anterior, el
valor nutricional de las hojas de los pastos marinos es mucho menor en comparacion con el de
muchas macroalgas con una proporcion tipica de C: N: P de 550: 30: 1 (Atkinson y Smith,
1984). Muchos herbivoros prefieren las algas epifitas que se encuentran en los pastos
(Klumpp et al., 1989; Borowitzka et al., 2006) y en algunas ocasiones el consumo del tejido

foliar (viejo) de los pastos es incidental.

Florivoria

Aunque los informes de herbivoria sobre el tejido foliar de los pastos marinos son
amplios, existen pocos reportes sobre el impacto de la herbivoria de sus estructuras
reproductoras. Los pocos registros se mencionan en la Tabla 2.1; la mayoria son de
depredacion de semillas y frutos y se resalta que existen escasas observaciones de
depredacion de flores (florivoria). Las estructuras reproductoras de los pastos marinos son
efimeras y poco visibles e incluso las flores sedentarias de algunas especies como Thalassia
testudinum y Halodule wrightii se encuentran cubiertas por sedimento la mayor parte del
tiempo. Por lo tanto, pocos han observado las flores y su fenologia, no porque no las haya,
sino porque son inconspicuas en el medio marino. Esto Ultimo también podria explicar los
escasos registros de florivoria en los pastos marinos, ya que estudiarlos requiere de
observaciones cuidadosas y continuas en el mar, un medio ajeno al humano y s6lo accesible

por medio de buceo auténomo.
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Es importante considerar las diferencias en las consecuencias de herbivoria foliar y
florivoria. La herbivoria foliar tiene consecuencias a nivel fisioldgico; las hojas son fuente de
energia y al removerlas se reduce el éarea fotosintéticamente activa. Las estructuras
reproductoras son un sumidero de energia de la planta (McCall e Irwin, 2006) y, por lo tanto,
el efecto de su remocion sobre el balance energético es probablemente minimo. En el caso de
la florivoria, las consecuencias son principalmente evolutivas y a nivel de la poblacién y no

de los individuos (McCall e Irwin, 2006).

Los registros de florivoria en angiospermas terrestres son mas comunes, pero también
en el medio terrestre la cuantificacion de la florivoria suele ser mas complicada que medir el
consumo de hojas, debido a que las flores son estructuras efimeras (McCall e Irwin, 2006). En
el caso de que la florivoria sea comun y frecuente, puede afectar el éxito reproductivo (Canela
y Sazima, 2003). Florivoros que consumen los pétalos pueden reducir el impacto visual y, por
lo tanto, disminuir las visitas de la fauna polinizadora. Los florivoros que se concentran en
consumir anteras y polen (Kirk et al., 1995) pueden reducir la cantidad y la calidad de los
gametos, afectando la eficiencia de la reproduccién (McCall e Irwin, 2006). EI polen de la
mayoria de las angiospermas entomofilas y aneméfilas es una fuente nutricional importante
de proteinas, nitrogeno, aminoacidos, almidon, esteroles y lipidos y puede contener
aminodacidos libres y carbohidratos (Roulston y Cane 2000). Las flores entomdfilas, con
corolas llamativas (e.g. Cucurbitaceae), pueden contener elementos nutritivos como azucares,
vitaminas, carotenoides, almidones, proteinas y elementos minerales como potasio y calcio
(Montalvo y Colinas, 2002). Algunos registros de florivoria y sus efectos son mencionados a
continuacion. Calvo-Irabién e Islas-Luna (1999) registraron que cerca del 30% de las flores
censadas del arbusto Aphelandra aurantiaca (Acanthaceae) en Los Tuxtlas, México, fueron

dafadas por diversos florivoros incluyendo adultos de Coleoptera, Hemiptera y Orthoptera,
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asi como larvas de Lepidoptera e Hymenoptera (hormigas), lo que provocé una reduccion en
la produccion de semillas viables para el establecimiento de plantulas. El impacto del
escarabajo florivoro, Eusphalerum bosatsu, resulté en un dafio casi total en la produccion de
semillas en una poblacion de la hierba Primula sieboldii (Primulaceae) en Japon (Washitani et
al., 1996) y en una poblacién de la hierba Silene latifolia (Caryophyllaceae) en Europa
(Wolfe, 2002). Weiss (1996) encontrdé que por lo menos 71% de las flores del arbusto
Centropogon solanifolius (Campanulaceae) en Costa Rica fueron infestadas con una larva
consumidora de polen, resultando en alteraciones del fenotipo floral masculino. En una
poblacién de la hierba Lupinus amplus (Fabaceae) se registr6 un dafio de 50-79% de las
inflorescencias por larvas de Lepidoptera (Lycaenidae). Las larvas causaron una importante
reduccion en la produccion de semillas; este pequefio herbivoro podria actuar como un agente
de seleccion floral en poblaciones de L. amplus (Breedlove y Ehrlich, 1968). En un estudio de
41 especies herbaceas en un area de 0.16 m% en Inglaterra, se encontré que el 50% de los
pétalos de Silene dioica (Caryophyllaceae) y el 40% de Ranunculus ficaria, Ranunculus acris
(Ranunculaceae) y Myosotis sylvatica (Boraginaceae) fueron removidos por babosas. Los
autores mencionan que la herbivoria de pétalos puede provocar seleccidn sobre la fenologia
floral (Breadmore y Kirk, 1998). La florivoria en plantas terrestres afecta a poblaciones de

angiospermas en escalas grande y pequefia y en todos los continentes (McCall e Irwin, 2006).

En el caso especifico de los pastos marinos, las inflorescencias del pasto mediterraneo
hermafrodita Posidonia oceanica son comidas por el pez Sarpa salpa (Sparidae). Los autores
de ese estudio observaron que la herbivoria contribuye a la pérdida de inflorescencias en un
27%, aunque no se observo exactamente qué parte de la inflorescencia era comida por el pez
(Piazzi et al., 2000) (Tabla 2.1). Van Tussenbroek et al. (2008a) observaron como un pez loro

juvenil (Scaridae) consumia la flor masculina de Thalassia testudinum, la cual habia liberado
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el polen recientemente. Lo importante de esta observacion es que nunca antes se habia
registrado la depredacion selectiva de polen en ningln pasto marino. Al igual que el polen
terrestre, el polen de los pastos marinos puede ser una fuente de alimento nutritiva o atractiva.
Las pruebas citoquimicas que Pettitt (1980) realiz6 de los granos de polen de Enhalus
acoroides y Halophila stipulacea y también del mucilago de Thalassia hemprichii muestran
que tienen componentes nutricionales como polisacaridos y proteinas. Por lo tanto, en el
presente trabajo pretendemos comprobar si el polen de las especies de pastos estudiadas
podria ser una fuente de alimento preferido por peces en la laguna arrecifal de Puerto

Morelos.
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Tabla 1. Registros de herbivoria de estructuras reproductoras en pastos marinos. Zoocoria, se refiere a dispersion de semillas mediante

animales. En pastos marinos no se ha reportado polinizacién bidtica (animales como vectores del transporte de polen).

. . Separacion Tipo de Flores por . . .
Familia/especie de sexos inflorescencia inflorescencia Consumo de Herbivoro Socorria Defensa Lugar Referencia
DEPREDACION DE SEMILLAS
Zosteraceae
2-5 espadices
Zostera capricorni Monoica racemosa con~10flores  Semillas Penaeus esculentus N Australia Wassenberg,
(langostino) 1990
cada una.
2-5 espadices )
Zostera marina Monoica racemosa con~10flores  Semillas Callinectes sapidus (jaiba) N USA Egs&man y Orth,
cada una.
Semillas Moluscos e isépodos N ﬁg:tc;hnjgzl Adams, 1976
. Pagurus longicarpus Wigand y
Semillas (cangrejo hermitafio) Churchill, 1988
Semillas Anatidae (cisnes, patos y S (aves) Norte de Clausen et al.,
gansos) Europa 2002
Zosteramarinay Z. Semillas Zeuxo sp. (tanaidaceo) N Japoén Nakaoka, 2002
caulescens
2-5 espadices .
Zostera caulescens Monoica racemosa con ~10flores  Semillas o? \(/;vr:%?;i”y 1088
cada una. '
Pugettia producta, Taninos en el
Phyllospadix torreyi Dioica racemosa 10- 13 Fruto y semilla Pachyg(apsus crassipes N pericarpio de frutos California, Holbrook et al.,
(cangrejos) e Idotea (Kuo et al., 1990) USA 2000
resecata (is6podo) "
Cymodoceaceae
Syringodium - . . Caribe Comunicacion
filiforme Dioica Cima ~10 Fruto Sparisoma spp. (pez) N Mexicano personal, van
Tussenbroek
Caribe Comunicacién
Halodule wrightii Dioica solitaria 1 Fruto Sparisoma spp. (pez) N Mexicano personal, van
Tussenbroek
Ruppiaceae
. - . Anatidae (cisnes, patos y Norte de Clausen et al.,
Ruppia maritima Perfecta pedunculada 2 Frutos/semillas gansos) S (aves) Europa 2002
Cramp y
Anas acuta (pato) s Simmons, 1977,

Anas penelope (pato)

en Clausen et
al., 2002
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Separacion

Tipo de

Flores por

Familia/ especie . . . . Consumo de Herbivoro Zoocoria Defensa Lugar Referencia
de sexos inflorescencia inflorescencia
Posidoniaceae
8-10 ) N
. . Balestri y Cinelli,
Posidonia oceanica Perfecta racemosa inflorescencias Semillas o? N Italia 2003; Piazzi et
con 3-5 flores
al., 2000
cada una
8-10
L . inflorescencias  Semillas . . . Australia Orth etal,,
Posidonia australis Perfecta racemosa Lysianassidae (anfipodos) 2006a
con 3-5 flores
cada una
Monacanthus spp., Girella
zebra, Khyphosus spp.
Semillas (peces) N Australia Orth et al., 2002
Portunus pelagicus
(cangrejo)
Nectocarcinus integrifons
. (cangrejo), . Orth et al.,
Semillas Cymodoce sp. (isépodo) ¥ Australia 2006b; 2007
Hydrocharitaceae
Taninos en la
cubierta seminal,
1-2 cotiledoén y primordios
Thalassia . ) . . foliares de semillas Caribe Troyo-Ballina,
testudinum Dioica pedicelada femenm_a, 3 Fruto Sparisoma sp. (pez) j6venes (Jiménez- Mexicano 2009
masculina .
Duran, 2004) y
pericarpio de frutos
(Troyo-Ballina,2009)
FLORIVORIA (Depredacion de flores)
Zosteraceae
Zeuxo sp (tanaideo),
2-5 espadices Platynereis sp (poliqueto), Japen Nakaoka et al.
Zostera marina Monoica espéadice con ~10flores  Inflorescencia Lirulania iridescens y ThZ\iIa’ndia 2008; Hellwig-
cada una Siphonacmea oblongata Armonies, 1988
(gasteropodos)
. . . - . . L California, -
Phyllospadix torreyi Dioica espadice 10-13 Espadice Girella nigricans (pez) N USA Williams, 1995
masculina
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Familia/ especie Separacion de Tipo de Flores por . . .
Sex0S inflorescencia inflorescencia Consumo de Herbivoro Zoocoria Defensa Lugar Referencia
Posidoniaceae
8-10 Inflorescencias
Posidonia inflorescencias Sarpa salpa . N
oceanica Perfecta racemosa con 3-5 flores completas (pez) N Italia Piazzi et al., 2000
cada una
Inflorescencias Paracentrotus Mediterraneo Vergés et al., 2006;
lividus (erizo) 2007
. . . Frada-Orestano et al.,
Inflorescencias o? Palermo, Italia
1989
Hydrocharitaceae
. . Sparisoma sp. )
Thalassia . ) 1- 2 femenina, . Caribe Van Tussenbroek et al.,
testudinum Dioica pedicelada 3 masculina Flor masculina (pez) Mexicano 2008a
DEPREDACION DE PLANTA COMPLETA
masculina
. pediceladay
Hydrocharitaceae . L femenina Planta Dugong dugong . . McMahon, 2005; Preen,
Dioica solitaria subsésil completa** (sirénido) posible Australia 1995
Halophila ovalis p
Planta Chelonia midas Ogden etal., 1_983;
x USA Williams, 1988; Moran y
completa’ (tortuga verde)

Bjorndal, 2006

**Herbivoria de estructura reproductora no definida.
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HIPOTESIS Herbivoria Floral

Las flores masculinas de Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y Halodule wrightii (las
tres especies abundantes de pastos marinos en la laguna arrecifal de Puerto Morelos), son una fuente de

alimento preferido por peces.

OBJETIVOS

Particulares

e Conocer si el polen de las tres especies de pastos marinos contienen sustancias nutritivas.

e Observar si especies de peces depredan el polen de las tres especies de pastos marinos.
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MATERIAL Y METODOS

Anélisis histoquimicos de las flores masculinas

Los analisis histoquimicos del polen de Syringodium filiforme y Halodule wrightii se realizaron
siguiendo los protocolos para Thalassia testudinum de van Tussenbroek et al. (2009). Las flores
masculinas en etapa adulta fueron recolectadas en los meses de marzo a junio de 2007 en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo. El material biolégico fue fijado inmediatamente después de
su colecta en FAA (formol, &cido acético, etanol al 96% y agua; 1:0.5:5:3.5). Los andlisis histoquimicos
fueron realizados en el Laboratorio de Desarrollo en Plantas, Facultad de Ciencias, UNAM. La
preparacion para los analisis histoquimicos consistio en la deshidratacion de las muestras que luego
fueron enjuagadas en agua corriente durante dos horas para eliminar o diluir el FAA y posteriormente se
transfirieron a una serie gradual de etanol (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%) durante 1 hora en cada
uno. Despues de la deshidratacion, el material se colocé en las siguientes mezclas: etanol 100%-slide
brite (1:1) por 1 hora, slide brite puro por 5 min; slide brite-paraplast (1:1) por 24 horas y paraplast puro
durante 24 horas a 56 °C. La inclusion de las flores fue en moldes de metal en forma de cubos. Mediante
un microtomo de rotacion con cuchillas de acero se obtuvieron cortes longitudinales y transversales
seriados de un grosor de 9 um. Los cortes incluidos en paraplast se tifieron con la tincion doble de
safranina-verde rapido (metilcelosolve). Para la identificacion y localizacion de compuestos se
practicaron las siguientes pruebas histoquimicas en cortes seleccionados y desparafinados de dos flores

de H. wrightii y dos flores de S. filiforme (L6pez et al., 2005).

Acido Peryodico-reactivo de Shiff (APS). Revela la presencia de polisacaridos insolubles.

Azul negro de naftol-APS (ANF). Tincién doble para evidenciar polisacaridos insolubles en magenta y

proteinas en azul.
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Lugol. Tifie el almiddn de color azul intenso a morado.

Rojo “O” de aceite. Tifie lipidos insolubles de rojo.

Las series de fotografias de las diferentes pruebas histoquimicas fueron tomadas en varios aumentos (5x,
10x y 40x). La fotografia fue realizada mediante cdmara digital Canon Power Shot A620 adaptada a un

microscopio optico de contraste de fases marca Zeiss.

Filmacién de depredadores del polen.

Syringodium filiforme

La depredacion de polen de Syringodium filiforme fue filmada en la zona costera de la laguna
arrecifal de Puerto Morelos (sitio 2, Fig. 1.8). Videos cortos de aproximadamente 1:30 hrs de duracién
fueron tomados mediante dos camaras digitales subacuaticas, los dias 28, 29 y 30 de abril del 2008, a
diferentes horas del dia. Enfrente de las cAmaras se colocaron cimas masculinas de S. filiforme fijadas
con un hilo de alambre dentro de un dosel casi monoespecifico. La altura de cada cima fue la misma que
las cimas tienen in situ. Previamente a la colocacion de estas flores, en el laboratorio se desprendieron
las bracteas con ayuda de pinzas, dejando al descubierto las anteras maduras denominadas como botones
desnudos (Fig. 2.1). Cada vez que se volvian a situar las dos cAmaras, se colocaban cimas nuevas con
botones maduros desnudos. La verificacion de la presencia o ausencia de los botones visitados por los
peces se realizd en el laboratorio. La filmacidn se repitié 9 veces. Posteriormente, del 1 al 6 de mayo del
2008 se realizaron grabaciones de video continuo durante 24 hrs, por medio de una cdmara conectada a
una videograbadora y un monitor en la caseta del muelle de la UAPM (sitio 3, Fig. 1.8). La camara

subacuatica (blanco/negro) fue fijada a una estructura de concreto a una profundidad de 2.5 mya 10 m
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de distancia del muelle. De ésta manera se observé la depredacion diurna de los botones masculinos de

S. filiforme, tratados con el mismo procedimiento que en las grabaciones cortas.

&%)

Figura 2.1. Syringodium filiforme. Botones masculinos expuestos. a. parte de una cima masculina, b. boton masculino
expuesto; las bracteas fueron removidas con pinzas. Barra: 1 cm. b: bracteas, bo: botén desnudo (dibujos de Elvia Esparza,

2009).

Halodule wrightii

La filmacion de Halodule wrightii fue realizada en el mismo sitio y con el mismo equipo de
grabacion continua que S. filiforme (sitio 3, Fig. 1.8), los dias 6 al 12 de mayo del 2008. Las plantas
completas (rizomas y haces con botones masculinos) fueron fijadas al sustrato con clips y marcadas con
cinturones de plastico. Para exponer los botones maduros in situ se quitd la hoja exterior de cada uno
con pinza y se dobld la vaina de la hoja interior (ver Fig. 2.2). Posteriormente, estas plantas se marcaron
con varillas para poder distinguirlas en el video blanco/negro. Cada vez que el video era cambiado, 0
cuando la flor desaparecia, se colocaban flores nuevas. De los videos, solamente se revisaron las horas

del dia, que es cuando los peces herbivoros son activos y buscan su alimento.
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Figura 2.2. Halodule wrightii. A. Haz foliar con flor masculina en posantesis, indicado con flecha; B. boton masculino
cubierto por la vaina. Barra: 1 cm (dibujos de Elvia Esparza, 2009). C. Haz foliar con botén masculino desnudo, se dobl6 la

vaina de la hoja interior, bo: boton, r: rizoma, v: vaina (Fotografia de Brigitta van Tussenbroek, 2007).
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Trabajo de gabinete

Los videos se revisaron en el laboratorio y se registraron los eventos de depredacion de flores en
la zona de crianza de peces arrecifales. Con la ayuda de M. en C. Fernando Negrete Soto, experto en
peces arrecifales del Caribe y con la guia Peces del Caribe de P. Humann (1997), se identificaron las
especies de peces juveniles que se alimentaron de las flores masculinas de Syringodium filiforme y

Halodule wrightii.
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RESULTADOS

Anélisis histoquimicos de las flores masculinas

El polen de Syringodium filiforme contiene proteinas en el interior de la célula vegetativa (prueba
ANF, Fig. 2.4A). EIl contenido de polisacaridos (prueba APS) se observé principalmente en el
recubrimiento de mucilago, el cual se tifi6 intensamente de magenta (Fig. 2.4B). La prueba de Lugol
reveld la presencia de reservas de almidon a lo largo del polen filiforme, en las paredes de la antera 'y en
el pedicelo de la flor (Figs. 2.4C1 y C2). La prueba de Rojo “O” de aceite no reveld la presencia de
lipidos insolubles como pudiera ser la esporopolenina que generalmente se localiza en la capa externa

del polen (Fig. 2.4D) (Wong, 2007, com. pers.).

Figura 2.4. Syringodium filiforme. Pruebas histoquimicas de los cortes longitudinales (A y B) y transversales (C y D) de una
antera madura de S. filiforme. A. Tincién con Azul-Negro de Naftol (ANF), corte longitudinal de la antera (5x), barra: 300

um; B. Tincion con Acido Peryddico-reactivo de Shiff (APS), detalle del polen dentro de unos de los l6bulos de la antera
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(40x), barra: 50 um; C. Tincién con Lugol (40x), barra: 50 um; D. Tincion con Rojo “O” de aceite en corte transversal (40x),

barra: 50 um.

En los cortes transversales de la flor masculina de Halodule wrightii se obtuvieron resultados
histoquimicos similares a los de Syringodium filiforme. Mediante la prueba ANF se observé que el polen
contiene proteinas en las estructuras internas y aparentemente en la capa externa del polen (Fig. 2.5A).
Mediante la prueba APS se observaron los polisacaridos del mucilago (Fig. 2.5B). La prueba de Lugol,
reveld la presencia de almidon a lo largo de los l6bulos de la flor, en el polen filiforme y en el pedicelo
de la flor (Fig. 2.5C). La prueba de Rojo “O” de aceite denota la presencia de cuticulas en las paredes de

las anteras (Fig. 2.5D).

Figura 2.5. Halodule wrightii. Pruebas histoquimicas de los cortes longitudinales (A y B) y transversales (C y D) de una
antera madura de H. wrightii A. Tincion con Azul-Negro de Naftol (ANF, 10x), barra: 200 pum; B. Tincion con Acido
Peryddico-reactivo de Shiff (APS, 40x), barra: 50 um; C. Tincidn con Lugol de corte transversal donde se observa el polen

(40x), barra: 50 um; D. Tincion Rojo “O” de aceite en corte transversal (40x), barra: 50 pm.
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Filmacién de depredadores del polen

En el laboratorio se observaron las peliculas y se registré cada mordida a las flores masculinas,
que se consider6 como depredacion floral. Algunos peces regresaban a la misma flor o a buscar otra flor
descubierta, una vez que las habian ubicado (Tabla 2.1). Los peces que depredaron las flores masculinas
descubiertas de Syringodium filiforme fueron juveniles de Sphoeroides spengleri, Canthigaster rostrata
(Tetraodontidae) y Sparisoma rubripinne (Scaridae), principalmente. En el caso de Halodule wrightii,
los depredadores fueron Sphoeroides spengleri y Sparisoma viride. Algunos peces mordieron toda la
flor (Sparisoma viride), otros parte de la flor (Sphoeroides spengleri, Canthigaster rostrata) y otros
quitaban el polen de la flor (Sparisoma rubripinne). Los peces grandes, de mas de 10 cm de longitud,
consumieron la flor una sola mordida y los pequefios por partes. Sparisoma viride (15-20 cm de
longitud; Humann, 1997) comi6 todas las flores masculinas de Halodule wrightii y segundos después
regresaba en busqueda de mas flores situados bajo la camara en el filme de herbivoria. Canthigaster
rostrata (3-5 cm de longitud) y Acanthurus bahianus (15 cm de longitud; Humann, 1997) comieron una
parte de las flores de Syringodium filiforme y Halodule wrightii y no volvieron. Sphoeroides spengleri
(3-5 cm de longitud; Humann, 1997) también comio6 una parte de la flor y en una ocasion se registré que
volvié y mordi6 la misma flor masculina de S. filiforme. Sparisoma rubripinne (10-15 cm de longitud,
Humann, 1997) y ocasionalmente Canthigaster rostrata desprendian y comian las hebras de polen de las
flores desnudas de S. filiforme. Sparisoma rubripinne regresaba casi inmediatamente a seguir comiendo
polen. Haemulon sciurus (15 cm de longitud) y Halichoeres bivittatus (20 cm de longitud) (Humann,
1997) comieron en una ocasion las flores masculinas y no volvieron a registrarse en las filmaciones de S.
filiforme. Syacium sp. (10 cm de longitud; Humann, 1997) fue registrado en dos ocasiones postrandose
sobre las flores masculinas de H. wrightii. También fue registrado que cangrejos, morenas y calamares
examinaron las flores en la zona de filmacion o se acercaban a alimentarse de algas verdes como

Halimeda sp., Udotea sp., y otras mas pequefias que en los videos no se distinguian claramente.
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Mediante la verificacion posterior de flores parcial o completamente mordidas (Fig. 2.6), se observé que
los peces comieron a cualquier hora del dia (Tabla 2.1). Algunas veces, las flores de H. wrightii fueron
consumidas totalmente por Sparisoma viride; el pez zafaba las plantas completas de los sujetadores para

comerse la flor.
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1  Tabla 2.1. Monitoreo de la depredacion de polen de cimas masculinas de Syringodium filiforme con flores manualmente

2  descubiertas y de flores masculinas descubiertas manualmente de Halodule wrightii, en un sitio cercano a la costa enfrente de

3 la UAPM. Todos los depredadores fueron peces juveniles.

Especie de pez Fecha Hora N mordidas
Syringodium filiforme
Sphoeroides spengleri 29/04/08 17:45, 18:30 2
30/04/08 15:10 1
2/05/08 08:17, 09:33, 11:55, 13:16, 13:37, 13:53, 14:00%,
14:08,14:39, 14:57, 15:23, 16:51, 16:59 14
3/05/08 06:38, 06:53, 07:10, 07:35, 08:52, 09:20, 10:12,
14:53, 15:58, 18:24 10
4/05/08 06:00, 06:34 2
5/05/08 11:04, 12:27, 15:24, 08:22, 10:40 5
Canthigaster rostrata 28/04/08 17:48, 17:57, 18:06, 18:11 4
1/05/08 18:42, 18:55 2
2/05/08 17:16, 18:16, 18:39, 18:53, 19:20 5
3/05/08 (07:47, 08:04, 08:24,17:53, 19:08, 19:33, 6
4/05/08 07:12,13:41,14:15 3
5/05/08 15:46, 15:57, 17:09, 18:03 4
Sparisoma rubripinne 30/04/08 11:15, 11:55*, 12:00%, 14:15, 15:15** 9
2/05/08 06:58*, 07:17, 07:28, 07:35*, 08:14, 09:39, 17:50 9
3/05/08 06:34, 06: 38, 07:37, 07:47, 08:11, 08:44, 08:57,
17:07*, 17:16 10
4/05/08 15:04, 15:38, 17:30, 17:39 4
5/05/08 13:51, 14:42, 15:24, 09:08, 10: 26 5
Haemulon sciurus 2/05/08 05:57 1
Acanthurus bahianus 3/05/08 07:06 1
Halodule wrightii
Sphoeroides spengleri 6/05/08 16:58 1
8/05/08 12:26 1
11/05/08 16:44, 16:49, 16:51, 16:59, 17:18 5
Canthigaster rostrata 6/05/08 18:23, 19:31 2
Sparisoma viride 7/05/08 06:33, 07:04, 07:09, 07:33*, 07:35*, 07:42*, 07:51* 11
8/05/08 13:04, 13:07*, 13:33, 13:34*** 8
9/05/08 14:16***, 14:57 5
10/05/08 07:21,15:06, 16:45 3
11/05/08 06:15, 19:00%** 5
Halichoeres bivittatus 6/05/08 17:08 1
Acanthurus bahianus 7/05/08 06:58, 12:18 2
Syacium sp. 6/05/08 16:39 1
11/05/08 13:21 1
4  * El pez regresa y come otra vez. ** Dos peces al mismo tiempo en una toma. *** El pez se come todo (4-5
5 flores).
6
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Figura 2.6. Verificacion posterior de las flores expuestas bajo las camaras de filmacion del 1 al 6 de mayo de 2008. Detalles
de flores masculinas parcial y completamente cortadas por los peces. A: flores de Syringodium filiforme; B: flores de

Halodule wrightii.
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DISCUSION

El polen y el mucilago de los pastos marinos Syringodium filiforme y Halodule wrightii
contienen sustancias potencialmente nutritivas para los peces. En ambas especies se observaron
proteinas y polisacaridos y, a diferencia de Syringodium filiforme, en Halodule wrightii también se
observo la presencia de lipidos. Van Tussenbroek et al. (2009) detectaron la presencia de carbohidratos
y proteinas en el polen y el mucilago de Thalassia testudinum, mediante los mismos analisis
histoquimicos que se realizaron en este trabajo. Son pocos los estudios histoquimicos del polen de pastos
marinos. Se ha reportado que los granos de polen de Enhalus acoroides, Thalassia hemprichii y
Halophila stipulacea tienen alto contenido de polisacaridos, y el polen de Thalassia hemprichii
probablemente contenga glicoproteinas, mientras que el mucilago que lo rodea pudiera tambien tener

glicoproteinas ademas de carbohidratos (Pettitt, 1980; 1984).

Adicionalmente, en el presente estudio se registraron taninos en ambas especies. Den Hartog
(1970) menciona la presencia de células de taninos en las flores masculinas de Syringodium filiforme.
Kuo et al. (1990) reportaron células de taninos en perianto de frutos de Phyllospadix torrey. Jiménez-
Duran (2004) y Troyo-Ballina (2009) observaron la presencia de taninos en la cubierta seminal,
cotiledon y primordios foliares de semillas jovenes y perianto de frutos de Thalassia testudinum. La
presencia de taninos en las anteras de los pastos estudiados pudiera darles cierta resistencia contra
algunos florivoros (McCall e Irwin, 2006), ya que el consumo de estos metabolitos secundarios provoca
la inactividad de las enzimas digestivas, resultando en efectos negativos en el desarrollo y la
supervivencia de los herbivoros (Robbins et al., 1987; Bernays et al., 1989; Butler, 1989). Sin embargo,
las flores masculinas en la zona de estudio son de la preferencia alimenticia de los peces juveniles. Al

parecer, la presencia de taninos en las anteras y polen no les confiere tanta resistencia contra los
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depredadores observados y probablemente tienen otras estrategias para defenderse de los florivoros (ver

Capitulo 4, Posibles estrategias de defensas contra herbivoria).

Los peces consumidores de las flores masculinas de los pastos marinos estudiados poseen
diferentes habitos alimenticios y muchos de ellos no son estrictamente herbivoros. En adultos se ha
registrado que de la familia Tetraodontidae, Sphoeroides spengleri es carnivoro y Canthigaster rostrata
es omnivoro. De la familia Scaridae, Sparisoma rubripinne es herbivoro y Sparisoma viride puede ser
herbivoro y coralivoro. Acanthurus bahianus (Acanthuridae) es herbivoro, mientras que Haemulon
sciurus (Haemulidae), Halichoeres bivittatus (Labridae) y Syacium sp. (Paralichthyidae) son carnivoros
(Fishbase.org). El comportamiento de los peces al consumir las flores masculinas fue particular en cada
caso Yy estrechamente relacionado con su longitud, que fue variable dependiendo de la especie de pez. El
tamario de los botones masculinos de S. filiforme es de 3.7 mm y H. wrightii es de 3.9 mm de largo, en
promedio (Capitulo 3, Limitacion de polen). En relacién con el tamafio de los peces, las flores
masculinas de los pastos estudiados son pequerfias y probablemente pasan desapercibidas cuando abren

naturalmente (ver Capitulo 4, Posibles estrategias de defensas contra herbivoria).

Los peces se alimentaron de las flores durante todo el dia, aunque se observaron diferencias en
las horas de mayor actividad alimenticia, dependiendo de cada especie. Segun Humann (1997) y
Helfman (1993), los peces de las familias Acanthuridae, Labridae, Scaridae y Tetraodontidae son activos
durante el dia, los de la familia Haemulidae, principalmente durante la noche y la familia
Paralichthyidae, en el dia y en la noche. El registro de la actividad alimenticia de los peces juveniles en

la zona de estudio coincidi6 con lo reportado por estos autores.
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CONCLUSIONES

Las flores masculinas de las especies de pastos marinos mas abundantes en la laguna arrecifal de

Puerto Morelos tienen sustancias nutritivas y fueron consumidas por gran variedad de peces,

principalmente en su etapa juvenil.
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CAPITULO 3 LIMITACION DE POLEN

ANTECEDENTES

Polinizacién acuética

El polen de los pastos marinos posee caracteristicas morfolégicas intimamente relacionadas con
el sindrome hidrofilico. En vez de ser esférico, como la mayoria de los granos de polen terrestres, el
polen marino tiene una gran variedad de formas y tamafios, con una capa de exina reducida o ausente
(den Hartog, 1970; Pettitt, 1984; McConchie y Knox, 1989). En los géneros de las familias
Cymodoceaceae, Posidoniaceae y Zosteraceae, el polen es filamentoso. En la familia Hydrocharitaceae,
el polen es esférico (Enhalus y Thalassia) o elipsoidal (Halophila) (Pettitt, 1984; Tanaka et al., 2004;
Ackerman, 2006). Las plantas de la familia Ruppiaceae, en contraste, tienen polen en forma de
bumerang (Ackerman, 2006). McConchie y Knox (1989) y Pettitt (1984) han reportado la ausencia de
exina en el polen filamentoso de las familias Zosteraceae, Cymodoceaceae y Posidoniaceae. Tanaka et
al. (2004) mencionan que en los géneros Thalassia y Enhalus de la familia Hydrocharitaceae, la capa de
exina es reducida y discontinua. En ambientes terrestres, la disminucién del grosor de las capas
protectoras en el polen ha sido relacionada con la polinizacion en condiciones de humedad excesiva
(Krees et al., 1978) o en habitats acuaticos (McConchie y Knox, 1989). Adicionalmente, Tanaka et al.
(2004) sugieren que la delgada capa de exina facilita la germinacién del polen en condiciones de mucha

humedad.

La mayoria de los pastos marinos se polinizan bajo el agua y el polen es transportado a través de
las corrientes (Ackerman, 1995; 2006). Excepcionalmente, la polinizacion ocurre en la superficie del
agua (ephidrofila) como en Enhalus acoroides o, en situaciones particulares, en algunas especies de

Halodule, Zostera, Halophila, Phillospadix y Amphibolis, al estar expuestas a mareas bajas (Cox, 1988;
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van Tussenbroek et al., 2009). Sin embargo, la polinizacién bajo el agua es mucho mas comun, donde el
oleaje y las corrientes son modificados por el dosel de los pastos marinos (Koch et al., 2006). La
ubicacion y orientacién de las flores es esencial para la liberacién y captura del polen (Ackerman, 2006;
Smith y Walker, 2002). Las flores necesitan estar elevadas a cierta distancia del fondo (Ackerman,
2006) para permitir la dispersion del polen en un régimen hidrodinamico 6ptimo. En contraste con el
polen anemdfilo, el cual puede viajar largas distancias (>100 m-1 km; Okubo y Levin, 1989), la
dispersion del polen hidréfilo tiende a ser limitada (del orden de metros) dentro de las praderas

(Verduin, 1996; Ackerman, 2002).

En pastos marinos con polinizacion sumergida, la proporcion polen:6vulo es de 101 en Zostera
marina (Ackerman, 1993), Phyllospadix torreyi (Williams, 1995) y Amphibolis antarctica (Verduin et
al., 2000) y de 10°:1 en Posidonia australis y Posidonia sinuosa (Smith y Walker, 2002). Se ha sugerido
que el nimero de granos de polen por cada 6vulo (proporcion polen: 6vulo) puede ser un indicador de la
eficiencia de los sindromes de polinizacion (Faegri y van der Pijl, 1979, en Ackerman, 2006), lo cual
puede conducir a la conclusion de que la polinizacion abiotica es un proceso derrochador debido a las
grandes cantidades de polen por 6vulo. Sin embargo, la inversion energética esta dada en funcion de los
costos metabdlicos y/o competitividad entre flores masculinas y puede ser similar en plantas polinizadas
por insectos (Ackerman, 2000). Por ejemplo, las plantas con polinizacion abidtica no producen néctar o
sustancias quimicas para atraer a los polinizadores, lo que implican un ahorro metabdlico. (Les, 1997).
Por lo tanto, una proporcion alta de polen: 6vulo no necesariamente indica un desgaste metabolico de la
planta. La polinizacion hidrofilica, al igual que la anemofilica, no es direccional y, por su naturaleza
aleatoria, existe una baja probabilidad de que el polen llegue a un estigma de la misma especie (Cox,
1988; Les, 1988; Ackerman, 2000). El transporte pasivo del polen y la probable dilucién del polen en el

medio marino, pueden disminuir la posibilidad de que los gametos masculinos y femeninos se
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encuentren (van Tussenbroek et al., 2009). Por lo tanto, un gran nimero de granos de polen no implica

que éstos sean suficientes para fecundar todos los 6vulos.

Limitacion de polen

Hay limitacion de polen cuando no existe suficiente polen para fertilizar todos los 6vulos
disponibles, lo que trae como consecuencia una reduccién en la recombinacion genética y una
disminucién en la produccion de semillas. En especies polinizadas por un vector animal, la limitacion de
polen puede variar con la distribucion espacial de las plantas (Kunin, 1993). Aquellas plantas que crecen
en poblaciones densas, generalmente sufren menos limitacion de polen debido a que mas polinizadores
son atraidos por la abundancia de flores (Kunin, 1993). En especies polinizadas por viento también se ha
registrado una relacion entre la alta densidad de individuos y altos niveles de fecundacion (Smith et al.,
1988; Allison, 1990; Arista y Talavera, 1996). La limitacién de polen se ha registrado en pocas especies
con polinizacion hidrofila; una de ellas es Zostera marina. Esta especie es monoica y las flores
masculinas y femeninas se encuentran en la misma inflorescencia, cubiertas por un espadice. Reush
(2003) manipuld la densidad de flores en el campo y posteriormente utiliz6 marcadores moleculares para
determinar la diversidad genotipica y los niveles de endogamia, encontrando que éstos Gltimos no
afectaron significativamente la produccion de semillas. Sin embargo, la densidad del vecindario floral
fue méas importante que la composicion genética para el éxito reproductivo de esta especie. Shelton
(2008) realiz6 observaciones de dos especies del género dioico Phillospadix (P. scouleri y P. serrulatus)
en multiples sitios de Washington, USA, con poblaciones caracterizadas por una alta dominancia de
inflorescencias femeninas. Este autor encontrd que a mayor distancia entre plantas masculinas y
femeninas fue menor el nimero de semillas producidas, sugiriendo que estas especies sufrieron de

limitacion de polen. El autor ademas realizo experimentos in situ de exclusion, reduccién y adicion de
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polen; en ninguna de las especies encontrd diferencias estadisticas significativas en la produccion de
semillas (proporcion de semillas maduras: dvulos) entre tratamientos. Por su parte, Vermaat et al. (2004)
evaluaron la produccién de flores y frutos y la cobertura de Enhalus acoroides en Filipinas. Esta especie
es dioica y las flores masculinas o el polen flotan en la superficie del agua llegando a las flores
femeninas elevadas a la superficie por un largo pedinculo. La razén granos de polen por 6vulo es la mas
baja que se conoce en los pastos marinos, de 10:1. Los autores aportaron la primera evidencia real de
que la fragmentacion de la poblacién y, por lo tanto, la separacién de flores, tiene un efecto negativo
sobre la tasa de fecundacion y, en consecuencia, sobre el éxito reproductivo de esta especie. Aunque un
efecto de limitacion de polen no fue completamente demostrado en los dos ultimos casos (Phyllospadix
spp. Y Enhalus acoroides), sus observaciones presentaron, aunque de manera incidental, una evidencia

de limitacion de polen.

Segun Knight et al. (2005), la seleccion de los caracteres florales puede ser muy fuerte en
poblaciones con limitacion de polen. Ashman et al. (2004a) plantearon que las perturbaciones
ecoldgicas pueden afectar la eficiencia de la polinizacion y, por lo tanto, pueden traer como
consecuencia la limitacion de polen, que en casos extremos pueden influir para forzar la evolucion de las
caracteristicas florales. Van Tussenbroek et al. (2008a) sugirieron que la depredacion selectiva de los
herbivoros sobre las flores masculinas en Thalassia testudinum pudiera dar como resultado la limitacion
de polen. El presente estudio explora las relaciones polen:6vulo de las tres especies de estudio y analiza
la posibilidad de que éstas pueden sufrir de limitacion de polen bajo distintas condiciones de

disponibilidad de polen.
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HIPOTESIS

e La produccion potencial de polen de las tres especies de pastos marinos mas abundantes en el

area de estudio es suficiente para fecundar todos los 6vulos disponibles.

e Una depredacién de polen sin restricciones por peces herbivoros resultaria en limitacion de

polen.

OBJETIVOS

Obijetivos particulares

Realizar un conteo del polen en las anteras de las tres especies de pastos marinos.

Conocer la frecuencia de floracion de las tres especies de pastos marinos.

Determinar la produccién potencial de polen por évulo por m? en las tres especies de pastos
marinos en el area de estudio.

Explorar indicativos de limitacién de polen en las praderas de las especies Syringodium
filiforme y Halodule wrightii.

Establecer, por medio de experimentos, si la reduccion de las flores masculinas puede

resultar en la limitacion de polen en Thalassia testudinum y S. filiforme.
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MATERIAL Y METODOS

Conteo de polen.

Las pruebas de aislamiento de polen de las tres especies de pastos estudiadas fueron realizadas en
el laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de Ciencias, UNAM, durante agosto y septiembre
de 2007. Para la separacion de polen, se utilizaron anteras maduras fijadas en FAA, previamente
colectadas en la zona de estudio (Cap.2, Andlisis histoquimicos). La manipulacion del polen se llevé a
cabo utilizando pinzas de punta y aguja de diseccién, bajo un microscopio estereoscopico Olympus
Sz60. Para separar el polen del mucilago se utilizo el protocolo de acetolisis. Esta técnica consiste en
someter el paquete de polen a acido acético y posteriormente a una mezcla de acido sulfdrico-anhidrido
acetico (Lopez et al.,, 2005). En cada prueba con acetélisis se utilizaron un par de l6bulos de
Syringodium filiforme, un par de I6bulos de Halodule wrightii y cinco anteras de Thalassia testudinum.
Se realizaron cinco pruebas con T. testudinum, tres con S. filiforme y tres con H. wrightii. Solamente fue
posible aislar el polen de T. testudinum, el cual se preservo en agua o alcohol al 70%, en un volumen
final de 1 ml y se utilizé para las pruebas de conteo de polen. La morfologia del polen aislado fue
observada con microscopios Optico y estereoscopico y posteriormente se obtuvieron fotografias del

polen granular de T. testudinum y de algunos granos de polen filiformes de S. filiforme y H. wrightii.

El conteo de los granos esféricos de polen de Thalassia testudinum se realizd por antera,
utilizando un hematocitometro de vidrio esmerilado marca Bright-Line. Sobre la cuadricula del
hematocitémetro se coloco una gota de la muestra de polen aislado con acetdlisis y se cubrié con un
cubreobjetos; la cuadricula tiene un volumen conocido de 0.9 ul. El conteo de polen fue realizado con
20 alicuotas de una muestra y 12 alicuotas de otra muestra. El promedio del conteo de polen en las

alicuotas se extrapol6 a 1 ml, que corresponde al volumen total de la solucion. Sin embargo, el polen no
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fue aislado completamente de la matriz mucilaginosa. Al realizar los conteos fue evidente que estaba

conglomerado, por lo que posiblemente las muestras no fueron representativas.

Una segunda prueba de aislamiento de polen de Thalassia testudinum se realizé con flores en
fresco, recolectadas el 3 de abril de 2008. Las muestras fueron tres flores masculinas maduras con 10
anteras por flor. Cada flor fue colocada en un tubo vial con 15 ml de solucion jabonosa al 50%, en agua
de mar filtrada. Las anteras se agitaron en un virtex durante 1 min a alta velocidad, en repetidas
ocasiones, para separar polen del mucilago. El conteo del polen libre de mucilago se hizo con un
hematocitdmetro, segn el método descrito anteriormente. El conteo fue realizado con 40 alicuotas de

cada muestra.

El polen de Syringodium filiforme y Halodule wrightii es filamentoso y es sumamente dificil
separar cada grano de polen de la antera porque se rompen muy facilmente. Por lo tanto, el nimero de
granos de polen por antera se determino por medio del conteo de polen en cortes transversales, con la
ayuda del programa Zeiss Image. Se obtuvo un registro fotografico de los cortes incluidos en paraplast y
teflidos con Safranina-verde rapido (ver Cap. 2 Analisis histoquimicos). Las fotografias con mejor
resolucién fueron seleccionadas. Para el conteo se utilizaron seis fotos de H. wrightii (3 a 10x y 3 a
100x) y ocho de S. filiforme (4 a 10x y 4 a 100x). También se tomaron fotografias a una reglilla
micrométrica en los aumentos 10x y 100x para utilizarlas como patron de referencia. El analisis
consistio en trazar digitalmente sobre la fotografia con mayor aumento (100x) un area en el 16bulo de la
antera donde se observara el mayor numero posible de cortes transversales de polen filiforme y
enseguida proceder al conteo. El valor obtenido (nGmero de cortes de polen/area) se extrapol6 al area
total del I6bulo. Se tomd en cuenta que cada corte transversal no necesariamente corresponde con un
grano de polen, ya que éstos pueden estar doblados dentro de la antera o, alternativamente, puede haber
varios granos de polen encimados en una antera. Por esta razén, posteriormente se determiné la relacion

entre la longitud de un grano de polen y la longitud de la antera, la cual resulté en un factor de
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conversion para estimar la cantidad de polen por antera. El factor de conversion sélo se puede
determinar con mediciones de las dimensiones del polen fresco. La recolecta de las flores maduras de
Halodule wrightii y Syringodium filiforme se realizé en la laguna arrecifal de Puerto Morelos los dias 6
y 11 de marzo y 3 de abril de 2008. Las flores recolectadas se conservaron en agua de mar a temperatura
ambiente sin utilizar fijador. Para determinar la longitud de las anteras de cada especie se utilizaron 40
flores masculinas maduras y fueron medidas con un Vernier de alta precision. Las flores frescas de S.
filiforme y de H. wrightii se colocaron en cajas de Petri con agua de mar. En el laboratorio, las cajas
Petri fueron puestas sobre un agitador de plato para la induccion de antesis a temperatura ambiente; de
esta manera habia méas garantia de colectar un polen completo. El polen liberado se recolect6 con una
pipeta Pasteur y se coloco sobre un portaobjeto para la medicién en un microscopio éptico con ocular

micrométrico y reglilla. En total se midieron 35 filamentos de polen de S. filiforme y 60 de H. wrightii.

Adicionalmente, en marzo del 2010 el M. en C. Ricardo Wong (Facultad de Ciencias,
Laboratorio de Desarrollo en Plantas, UNAM) realizé fotografias de microscopia electrénica de barrido
(MEB) de los cortes transversales y longitudinales de anteras de Halodule wrightii y Syringodium
filiforme. Con las estimaciones dimensionales de los esporangios se determiné el factor de conversion
(longitud esporangio/ longitud polen); el area circunferencial del esporangio y el volumen de cada

esporangio.

Vecindario floral

Syringodium filiforme

El 30 de marzo de 2007 se realizd el andlisis de la frecuencia y distribucién de las flores de
Syringodium filiforme en una franja costera con dominancia de esta especie (sitio 2, Fig. 1.8). En esta
zona se colocaron 22 transectos paralelos a la costa, con 1 m de distancia entre ellos. En los transectos se
trazaron tres cuadrantes en direccion perpendicular a la costa, a una distancia de 1 m entre cada uno. La
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muestra total fue de 66 cuadrantes. Por cada cuadrante se contaron todas las cimas sexuales in situ y
Unicamente se cortaron 5 cimas maduras, de manera aleatoria e independientemente del sexo. En caso de
que no hubiera este nimero de cimas sexuales, se recolectaron todas las cimas presentes. En el
laboratorio se procesaron las muestras frescas, contando el numero de flores por cima con base en la

clasificacion realizada para este estudio (ver Tabla 3.1; Fig. 1.2 Descripcion de la especie).

Un afio después, el 26 de marzo de 2008, se determind nuevamente la frecuencia de floracion de
Syringodium filiforme. EI método utilizado fue el descrito anteriormente en la misma franja costera (sitio
2, Fig. 1.8). La muestra fue de 75 cuadrantes en 25 transectos. Adicionalmente, el 11 de abril de 2008, se
recolectaron las cimas florales de esta especie en una pradera mas profunda en la laguna de Puerto
Morelos (sitio 5, Fig. 1.8). En esta area fueron trazados 54 cuadrantes en 18 transectos utilizando el
mismo disefio de muestreo con la orientacion del transecto paralelo a la linea costera. El anélisis de
muestras fue el utilizado el afio anterior. Se calcul6 la densidad de flores masculinas y femeninas por

transecto.

Como la franja costera estaba virtualmente aislada, solo bordeada por una pradera de T.
testudinum hacia el lado del mar, se analiz6 si la prevalencia de frutos acronicos (Tabla 3.1) aumentaba
en los transectos con pocas cimas masculinas, buscando evidencia indirecta de limitacion de polen. El
porcentaje de frutos abortados por cima y por transecto fue obtenido mediante la razén frutos
acronicos/nimero total de frutos (maduros, inmaduros y acronicos) (Tabla 3.1). Se realizé un analisis
estadistico de regresion con los datos agrupados de 2007 y 2008 para determinar si la proporcion de
frutos acronicos disminuye con un incremento de la proporcion de flores masculinas. La regresion se
determin6 con Excel después de una transformacion de arcoseno para acercar los datos a una

distribucién normal (Howell, 1997).
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Tabla 3.1. Syringodium filiforme. Clasificacion morfoldgica (por etapas) de las flores femeninas y masculinas.

Etapa Descripcion

Femenina

Botén Ovarios sin engrosamiento aparente, las bracteas estan cerradas y cubren completamente
los ovarios, los estigmas son pequefios y apenas sobresalen de las bracteas.

Flor Con engrosamiento de los ovarios, las bracteas estan separadas, los estigmas generalmente

Fruto inmaduro

Fruto maduro

Fruto acrénico

son largos con las puntas frescas sin oxidacion.

Ovario alargado y poco engrosado, las bracteas cubren mas de la mitad del ovario,
estigmas cortos y con puntas oxidadas.

Ovario engrosado y redondeado, las bracteas cubren menos de la mitad del ovario, con
restos de estigmas oxidados.

Ovario pequefio sin engrosar y oxidado, estigmas cortos. Siempre acompafiado de fruto

inmaduro o maduro.

Masculina
Boton
Flor

Postantesis

Anteras completamente cubiertas por las bracteas, pedicelo corto.

Pedicelo alargado, bracteas separadas, anteras empezando a abrir o abiertas (dehiscentes),
liberando polen.

Anteras visibles, oxidadas y sin polen, bracteas abiertas, pedicelo alargado o pedicelo sin

restos de anteras.
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Halodule wrightii

En el afio 2007 se realizaron dos recolectas de esta especie en sitios cercanos a la
costa, ubicados al lado este del muelle de la UAPM (sitio 1a, Fig. 1.8). Esta poblacion se
establecid después del Huracan Wilma, ocurrido en octubre de 2005, y consiste de parches de
distintos tamafios en arenales desprovistos de vegetacion o con vegetacion escasa. La primera
recolecta se realizé el 25 de mayo de 2007 en tres parches de unos 10 m® de area cada uno y
con una distancia entre ellos de 10 a 20 m. Como las estructuras reproductoras de H. wrightii
se encuentran abajo o al ras del sustrato y ademas son virtualmente invisibles en el campo, se
recolectaron los haces foliares con los rizomas. Con un cuchillo se cortaron los rizomas en un
circulo de 10 cm de diametro y se eliminaron las raices y restos de arena a mano, repitiendo
esto varias veces hasta colectar varios cientos de haces. Todos los haces se juntaron en una
sola bolsa para examinarlos en el laboratorio. EIl segundo muestreo se realizé el 12 de junio de
2007 (sitio 1a, Fig. 1.8), recolectando haces de la misma manera descrita arriba pero en seis
parches de H. wrightii, a una distancia de 5 a 15 m entre cada uno. En esta ocasion, las
muestras de los distintos parches se mantuvieron por separado para analizar la distribucion de
haces sexuales. En el laboratorio se examind una submuestra de haces de cada muestra, hasta
haber examinado un total de 1,000 haces por muestra. De una manera similar a la
clasificacion de S. filiforme, los haces se denominaron de la siguiente manera: los haces
vegetativos no tenian estructuras reproductoras, los masculinos tenian boton, flor o cicatriz
reciente del filamento de la antera y las femeninas tenian botones, flores o frutos. Los frutos
inmaduros tenian el ovario engrosado con coloracion verde claro, casi blanco y restos del
estigma oxidado; los frutos maduros eran redondos y de color café (Fig. 3.1). Los frutos

abortados tenian el ovario muy pequefio (ca. 1 mm), oxidado, sin engrosamiento, con los
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estigmas cortos y oxidados y en conjunto con un fruto inmaduro o maduro o solitarios, pero

visiblemente oxidados (ver Fig. 1.4, en descripcion de la especie).

Developing fruit

Rools\ \ ~ Sl:‘z(‘)t

0.5 cm 3 b

Figura 3.1. Halodule wrightii. A: Fruto desarrollado unido a rizoma y haz (Fotografia tomada de McGovern y

Blankenhorn, 2007); B: Frutos (Fotografia de Brigitta van Tussenbroek, 2007).

Un afio después, el 11 de marzo de 2008, el nimero de flores femeninas y masculinas
de Halodule wrightii fue determinado con el mismo método de muestreo utilizado en el afio
2007, abarcando la misma area de muestreo en la zona costera de Puerto Morelos (sitios 1a y
1b, Fig. 1.8). Adicionalmente, el 7 de abril de 2008, se realizd una recolecta de H. wrightii en
un transecto de 50 m en una franja costera cercana a Cancun que sobrevivio al paso del

Huracan Wilma en 2005 (sitio 6, Fig. 1.8).

La frecuencia de flores masculinas y femeninas fue determinada por parche, ademas
de la frecuencia de frutos abortados en los parches de Puerto Morelos. Por medio de una
regresion de proporcion de flores masculinas vs. proporcion de frutos abortados se busco
evidencia indirecta de limitacion de polen. La regresion se determind con Excel, después de

una transformacién de arcoseno (Howell, 1997).
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Thalassia testudinum

La distribucion y la densidad de flores femeninas y masculinas de T. testudinum fue
determinada en dos sitios de la laguna arrecifal de Puerto Morelos. El primer sitio se ubico
cerca del arrecife en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (sitio 5, Fig. 1.8) y el segundo fue
una pradera ubicada a media laguna arrecifal (sitio 4, Fig. 1.8). En el sitio cercano al arrecife
se recolectaron los haces el 3 de abril de 2008 mediante un cuadrante colocado previamente,
de 6 x 20 m, marcado a intervalos de 1 m con clavos y cinta fluorescente, nombrando las
columnas con letras y nameros (A0-A19; B0-B19...F0-F19). La orientacién de las columnas
fue perpendicular a la barrera arrecifal. La recolecta fue de 3 haces en un perimetro de 10 cm
en cada punto. Los rizomas verticales se cortaron bajo el sustrato y las muestras fueron
recolectadas en bolsitas ziploc numeradas previamente. En el laboratorio se procesaron las
360 muestras, lo mas frescas posibles, registrando la presencia de flores femeninas y
masculinas y, cuando fue posible, las cicatrices de la época de floracion del afio anterior. Las
flores de esta especie dejan marcas o cicatrices muy claras en el rizoma vertical y con ellas se
puede determinar el sexo del haz (ver Fig. 1.6, en descripcion de la especie). La recolecta de
haces en la zona media de la laguna arrecifal fue el 27 de mayo de 2008, de igual manera que
en la pradera cercana al arrecife, con la orientacion de las columnas de manera perpendicular
a la linea de costa. Se realizd6 un mapa de la distribucion de los haces sexuales (flores y
cicatrices) en las dos areas de muestreo con el programa Surfer, Division of Scientific

Software Group, Windows 2000.
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Experimentos de limitacion de polen.

Syringodium filiforme

Si la depredacion de polen puede resultar en limitacion de polen se determind
mediante la eliminacion experimental del 50 % de cimas con flores masculinas de
Syringodium filiforme. El tamafio del area experimental del tratamiento Reduccion de polen
(R) se baso en datos de la distancia que puede recorrer el polen filamentoso de otras especies
de pastos, obtenidos de la literatura (Amphibolis antarctica, en Verduin, 1996; Verduin et al.,
2000; Posidonia spp., en Smith 2000). Los sitios de muestreo fueron seleccionados en areas
cercanas al arrecife por que ahi se encontré una poblacion relativamente uniforme de esta
especie, aunque escasa (sitio 5, Fig 1.8). EI 10 de abril de 2008 se coloco un cuadrante de 1 x
1 m, hecho de cuerda, el cual se fijo al sustrato con clavos y se marco con cintas de colores y
boyita a media agua. A partir del cuadrante se extendieron de manera radial 8 cuerdas de 5 m
de longitud (a manera de telarafia, Fig. 3.2), haciendo un circulo de unos 11 m de diametro.
Todas las cimas con flores masculinas dentro de la circunferencia se marcaron con una de dos
cintas de diferente color, puestas en varillas o clavos, utilizando el mismo niimero de cintas de
cada color, es decir, la mitad de las cimas se marc6 con un color y la otra mitad con el otro
color, aleatoriamente. Después de marcar todas las cimas por seccion, se eliminaron
manualmente las cimas marcadas con las cintas de un mismo color, quedando el 50% de
cimas masculinas. En el cuadrante central se eliminaron todas las cimas masculinas,
marcando todas las cimas femeninas con botones. Ademas se marcaron 20 cimas que s6lo
tenian botones femeninos, eliminando los frutos en algunos casos, en un perimetro del
cuadrante central (perimetro de 1 m). El control (C) consistié en un cuadrante de 1 x 1 m, sin
tratamiento. En la época de fructificacion, después de 3 semanas (1°. de mayo de 2008), se

colectaron todas las cimas femeninas marcadas del tratamiento (R) y de dos parcelas control

72



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

(C). En el laboratorio se realizd el conteo del nimero de frutos maduros, inmaduros, sin
desarrollar (acrénico) y mordidos, con base en la clasificacion utilizada para el vecindario
floral (Tabla 3.1). Finalmente, se realizaron analisis estadisticos de X? de independencia para
determinar (Ho) si la proporcion de frutos acrénicos era independiente del tratamiento (C y

R).

Thalassia testudinum

El experimento de limitacion de polen de Thalassia testudinum se realiz6 en la misma
zona de la laguna arrecifal, cerca del arrecife (sitio 5, Fig. 1.8), porque es una de las zonas con
maés alta frecuencia de floracion en esta especie. EI método consistié en la eliminacion
experimental del 50% de las flores masculinas de T. testudinum. El tamafio del area
experimental del tratamiento Reduccion de polen (R) se basé en conocimiento previo de la
distancia que recorre el polen en el sitio de experimentacion, que fue de 1-8 m,
mayoritariamente se translada < 3 m (Sanabria Alcaraz, 2009). Los dias 16-17 de abril de
2008 se coloco un cuadrante de cuerda de 2 x 2 m, fijado al sustrato con clavos y marcado con
cintas de colores y boyas a media agua. A partir del cuadrante se extendieron de manera radial
8 cuerdas de 5 m de longitud, a manera de telarafa (Fig. 3.2). Todas los haces con flores
masculinas dentro de la circunferencia se marcaron con una de dos cintas de distinto color,
puestas en varillas o clavos (el mismo nimero de muestras de cada color). Para descubrir los
haces con botones masculinos bajo el sedimento se removio el sustrato. Después de marcar
todos los haces masculinos en una seccion, se eliminaron manualmente los haces marcados
con las varillas de un mismo color, quedando el 50 % de haces marcados. Posteriormente, en

el cuadrante central se eliminaron todas las flores masculinas y se marcaron 20 botones
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florales femeninos, si estaban presentes. En las dos semanas posteriores se marcaron nuevos
botones florales femeninos, en caso que el nimero de flores marcadas fuera menor a 20.
Ademas, se marcaron un maximo de 20 botones femeninos en dos perimetros del cuadrante
central (perimetros de 1 m y 2 m, Fig. 3.2). El tratamiento Control (C) consistié en un
cuadrante de 2 x 2 m con sus respectivos perimetros, sin tratamiento. En el control de
procedimiento (CP) se aplico el mismo tratamiento al cuadrante central (eliminacién de flores
masculinas) que al tratamiento de reduccion de polen, sin eliminar el 50% de masculinas en
los 5 m de circunferencia. Hubieron dos réplicas de cada tratamiento: Reduccion de polen (R),
Control de procedimiento (CP) y Control (C), resultando en un total de 6 Aéreas
experimentales. Los frutos se examinaron en la época de inicio de fructificacion (después de
un mes, el 29 de mayo de 2008). La clasificacion utilizada fue de la siguiente manera: los
frutos desarrollados median mas de 1 cm de didmetro, eran globosos y de color verde intenso
(ver Figs. 1.6 y 1.7 en descripcion de la especie); los frutos abortados se veian con resto de
fruto café o resto de pedicelo muy flacido y oxidado (Fig. 3.3); los frutos mordidos tenian
resto de pedicelo firme, blanco o café, cortado nitidamente; y los frutos perdidos cuando no se
logré distinguir estructura de pedicelo o florescencia o la varilla se salio de su lugar.
Posteriormente, en junio de 2008, se recolectaron los frutos maduros para realizar el conteo
del nimero de semillas viables (color verde claro y tejido firme) y abortadas (sin desarrollo,

pequefias y oxidadas), en el laboratorio.

| R R
e

Figura 3.3. Thalassia testudinum. Frutos abortados con resto de
fruto oxidado (Fotografia de Brigitta van Tussenbroek, 2008).
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El anélisis estadistico de X? de independencia se usé para determinar (Ho) si la
proporcion de frutos abortados o semillas abortadas era independiente del tratamiento (C, CP

Y R).

Trayectoria
del
observador
para
elirmnar el
50% de
masculinos

Peritnetros
adicionales
P+1yP+2.

Delirmitacion
con cuerdas
fijadas al
sedimento
cotl clavos.

Figura 3.2. Esquema general del disefio experimental Reduccién de polen de Thalassia testudinum y
Syringodium filiforme. C: cuadrante central (2 x 2 m); P1: perimetro uno; P2: perimetro dos. En S. filiforme el C

fue de 1 x 1 m y solamente hubo P1. &3 flores masculinas. Q: flores femeninas.
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RESULTADOS

Conteo de polen

Syringodium filiforme

La longitud de las anteras de S. filiforme fue de 3.68 mm (SD 0.27, N 40) y el polen
(tuvo una longitud promedio de 2.08 mm (SD 0.26 N35) (Tabla 3.2). La relacion longitud
antera/longitud polen fue de 1.77. Las flores masculinas de esta especie tienen cuatro I6bulos
fusionados con 1.16 x 10° granos de polen por flor (Tabla 3.3 a). Resultados obtenidos
mediante fotografias de microscopia electrénica de barrido (MEB): Diametro esporangios 850
micras (medicién de la parte mas ancha), largo esporangios 4.00 mm, nimero de esporangios
8. Factor de conversién 1.92 (Tabla 3.2). Granos de polen en 8 esporangios fue de 1.33 x 10°

(Tabla 3.3 b) en un volumen de 18.08 mm? (cada esporangio fue de 2.26 mm?).

Halodule wrightii

La longitud promedio del polen de H. wrightii fue de 1.17 mm (SD 0.14 N60). Las
flores masculinas de H. wrightii se componen de 4 I6bulos fusionados y la longitud de las
anteras fue de 3.92 mm (SD 0.37 N 40) (Tabla 3.2). La relacion entre la longitud de la antera
y la del polen fue de 3.3 para esta especie. EI nimero de granos de polen por flor fue de 0.41
x 10° (Tabla 3.3 a). Y mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) (Tabla 3.2),
didmetro esporangios 500 micras, largo esporangios 5.71 mm, numero de esporangios 8.
Factor de conversion 4.88 (Tabla 3.2). Granos de polen en 8 esporangios fue de 0.11 x 10°
(Tabla 3.3 b) en un volumen estimado de 8.96 mm?® (1.12 mm? por esporangio).

La morfologia del polen de S. filiforme y H. wrightii es filiforme, como se muestra en

las figuras 3.4 y 3.5, respectivamente.
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4 se obtuvo de la longitud de esporangios.

Tabla 3.2. Mediciones de las anteras y el polen de Syringodium filiforme y Halodule wrightii. El factor de

conversion es larelacion entre la longitud de la antera y la longitud del polen. Con MEB, el factor de conversion

) SD N Longitud SD
) N Longitud antera Factor de
Especie polen polen N
anteras (mm) . conversion
medido  (mm)
S.
. 40 3.68 0.27 35 2.08 0.26 1.78
filiforme
H.
o 40 3.92 0.37 60 117  0.14 3.30
wrightii
5
Microscopia electronica de barrido
Long. Longitud
. Factor de
esporangio polen .
conversion
(mm) (mm)
S.
. 4.00 2.08 1.92
filiforme
H.
o 571 1.17 4.88
wrightii
6

7  Tabla 3.3 a. Estimacion del nimero de granos de polen por flor de Syringodium filiforme y Halodule wrightii.

8  Valores obtenidos a partir de fotografias, con el programa Zeiss Image, de las anteras de S. filiforme y H.

9 wrightii, en 2007; y en 2008, el factor de conversion fue estimado con las dimensiones de anteras y polen frescos

10  de ambas especies.
2007 2008
Area _ Area* )
] Promedio de . Promedio Factor de Polen por
] promedio estimada N
Especie cortes de polen de cortes de  conversion flor
deconteo por flor . .
/area de conteo. polen/ flor estimado mm  verificado
(Hm?) (mm?)
Syringodium ) 6
. 930.58 133.5 4 mm 573,835 1.78 1.16 x 10
filiforme
Halodule wrightii ~ 974.27 88.7 4 mm? 364,170 3.30 0.41 x 10°
11
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Tabla 3.3 b. Estimacion del namero de granos de polen por flor de Syringodium filiforme y Halodule wrightii.

Valores obtenidos a partir de microscopia electronica de barrido de las anteras de S. filiforme y H. wrightii,

2010, el &rea por esporangio fue estimada con el didmetro de los esporangios de las anteras de ambas especies.

Microscopia electronica de barrido

Diametro  Area por Areapor8 Promediode Factor de Polen por

esporangio esporangio esporangios cortes de conversion flor
(mm) mm? mm? polen/ flor
(2007)

S. 6

. 0.85 0.56 4.48 573,835 1.92 1.33x 10
filiforme

H. 6

o 0.50 0.19 1.52 364,170 4.88 0.11x 10
wrightii

Thalassia testudinum

en

Para Thalassia testudinum se contd el polen de 9 anteras por flor, en promedio

(minimo 8, maximo 10, N30, SD 0.55). En el conteo de la muestra de cinco anteras fijadas

en

FAA, tratadas con acetolisis, se obtuvo un promedio de 285 mil granos de polen (N2, SD

15,556), correspondiendo con 5.7 x 10° granos de polen por flor (N2, SD 31,112). Pero este

resultado no fue muy satisfactorio por las aglomeraciones del polen en el mucilago restante y

porque las desviaciones estandar de los conteos fueron muy altas (Tabla 3.4). El conteo

de

polen con flores sin preservar fue en promedio 3.4 x 10° granos de polen por flor (N3, SD

13.93). Este resultado es menor al determinado en 2007 con flores preservadas, pero es mas

confiable. Una muestra de la morfologia granular del polen de Thalassia testudinum se ilustra

en la figura 3.6.
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Tabla 3.4. Thalassia testudinum. Flores preservadas: Conteo de granos de polen de flores masculinas fijadas en

FAA, 2007. La muestra fue de cinco anteras en un volumen total de 1 ml. Flores frescas: Conteo de granos de

polen de flores sin preservar, 2008. La muestra consistid de una flor (10 anteras) en un volumen de 15 ml.

N Polen

i Volumen . Volumen Polen/ Polen por

Conteo Muestra alicuota promedio/  SD
conteo . muestra muestra flor
alicuota
2007 1 20 0.9u 24740 95.24 1ml 274,444 5.5x 10°
Flores 2 12 0.9ul 266.83 112.96 1ml 296,444 5.9 x 10°
preservadas
257.11 104.10
Promedio
Polen por flor

2008 1 40 0.9u 19.42 4.22 15ml 3.3x10°
Flores 2 40 0.9 ul 20.85 5.60 15 ml 35x10°
frescas 3 40 0.9 ul 21.22 5.73 15mi 3.5x10°
Promedio 20.47 3.4x10°
SD 0.94 13.93

Figura 3.4. Syringodium filiforme. A. Morfologia filiforme y aspecto flexible del polen separado del mucilago.

Barra: 100 um. B. Longitud de polen sefialado de unos 1929 um. Barra: 200 um (Fotografias de RicardoWong,

2007).
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Figura 3.5. Halodule wrightii (macro), antera en antesis mostrando los tubos polinicos que contienen al polen

filiforme . Barra: 1 mm (Fotografia de Brigitta van Tussenbroek, 2007).

Figura 3.6. Thalassia testudinum. Polen aislado a partir de acetélisis modificada (Lopez et al., 2005); diferentes
enfoques de las estructuras que lo rodean. Diametro aproximado es 52 um. Barra: 10 um (Fotografia de Ricardo

Wong, 2007).
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Vecindario floral

Syringodium filiforme

El 30 de marzo de 2007 se registraron 359 cimas femeninas y 456 masculinas en los
cuadrantes colocados en la zona costera de 22 x 3 m, resultando en una densidad promedio de
60.4 y 76.8 cimas/m? femeninas y masculinas, respectivamente. Las etapas florales
masculinas mas abundantes fueron los botones y las flores en postantesis; mientras que los
frutos fueron la etapa dominante de las cimas femeninas (Tabla 3.5). La distribucion de las
cimas no fue homogénea y hubo un alto grado de separacion por sexo en el area (Fig. 3.7). La
proporcion de cimas masculinas:cimas femeninas fue de 1.2:1; la proporcion de flores
masculinas:femeninas en todas las etapas fue 0.8:1; y la proporcion de flores receptivas

masculinas:femeninas (en antesis o preparandose para antesis) fue de 1.5:1.

El 26 de marzo de 2008, el registro en la zona costera en 25 x 3 m resulté en 888
cimas femeninas y 1,235 masculinas. La densidad promedio de cimas por m? fue de 131.5
femeninas y 182.9 masculinas. El promedio de flores de las cimas recolectadas fue 13.3 en las
cimas masculinas y 11 en las femeninas. La proporcion de cimas masculinas:femeninas fue
1:0.71, correspondiente a la proporcion 1:0.82 de flores masculinas: femeninas. La proporcion
de la densidad de flores en antesis masculinas:femeninas fue de 0.36:1. Al igual que en el
registro del afio 2007, hubo una marcada separacion espacial entre cimas femeninas y
masculinas en la zona de estudio (Fig. 3.7). La etapa masculina mas prominente fue la flor en

postantesis y la femenina fue el fruto, como sucedi6 en 2007 (Tabla 3.5).
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En la pradera profunda se registraron un total de 177 cimas, 152 femeninas y 25
masculinas, en 18 x 3 m, el 11 de abril de 2008, correspondiendo con una densidad promedio
de 31 cimas femeninas y 5 masculinas por m?. El promedio de flores por cima fue 4.8 en
masculinas y 4.4 en femeninas (Tabla 3.5). También en esta zona de muestreo hubo una
separacion espacial entre las cimas femeninas y masculinas (Fig. 3.7). La proporcion de cimas
masculinas:femeninas fue de 1:6 y la proporcién de flores masculinas: femeninas fue de
1:0.91. La densidad de flores receptivas (en antesis) masculinas:femeninas fue de 0.05:1,

notablemente méas baja que en la franja costera (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Syringodium filiforme. Nimero de floraciones por etapa y por fecha de recolecta en las cimas femeninas y masculinas de S. filiforme, en los sitios seleccionados de

franja costera de la laguna arrecifal de Puerto Morelos. Min-max: minimo y maximo por cima, SD: desviacion estandar, N: floracién total por etapa.

3
Masculino Femenino
, . . . . . Frutos Frutos Frutos .
Fecha Boton Antesis  Postantesis Mordido Boton Antesis maduros  inmaduros  acrénicos MOl’dld%
5
Promedio 4.1 1.4 4.2 2.1 1.7 2.1 4.1 5.2 1.8 2.8
N~
§ Min-max 1-10 1-5 1-15 1-11 1-4 1-4 1-12 1-16 1-7 1-8 6
S SD 2.0 0.8 2.6 1.9 0.8 1.2 2.5 34 1.4 2.0 7
o
™ N 114 43 82 46 31 28 98 88 110 49
8
Promedio 4.7 1.2 8.2 1.3 15 1.7 6.5 5.0 3.0 2.0
o)
§ Min-max 1-13 1-2 1-24 1-3 1-4 1-5 1-25 1-46 1-11 1-1010
3 SD 25 0.4 47 05 0.7 0.9 5.0 5.30 2.1 16
({e)
N N 143 41 147 37 82 113 168 137 149 52 11
12
Promedio 3.0 1.0 3.2 1.1 15 4.2 4.0 1.8 1.3
o)
§ Min-max 1-5 1-1 1-9 1-2 1-3 1-13 1-12 1-5 1-2
3 SD 15 0 2.3 0.3 0.7 2.8 2.4 1 0.6
—
— N 19 2 15 0 24 38 84 69 60 3
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Figura 3.7. Syringodium filiforme. Porcentaje y distribucion de cimas femeninas (Fem) y masculinas (Masc) en
los transectos de la zona costera (1 y 2) y la pradera profunda (3), realizados en los afios 2007 (1) y 2008 (2 y 3).
Arriba de las barras se indica el nimero de cimas sexuales totales registradas in situ, por transecto. En cada

transecto se recolectaron las cimas de 3 cuadrantes de 0.30 x 0.30 m.
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Halodule wrightii

De los 1000 haces analizados de la recolecta del 25 de mayo de 2007, en
Puerto Morelos, 884 fueron vegetativos, 88 masculinos y 28 femeninos. La proporcion
de haz masculino:femenino fue de 1:0.32 (Tabla 3.6). En la segunda recolecta del
2007, se analizaron 1000 haces, 637 vegetativos, 197 masculinos y 166 femeninos. La
proporcién haz masculino por femenino fue de 1:0.84 (Tabla 3.6) y se registrd una
marcada separacion de haces sexuales en los parches de H. wrightii (Fig. 3.8).
También en Puerto Morelos, el 11 de marzo de 2008, se analizaron 972 haces
recolectados en 10 parches, 402 fueron masculinos, 208 femeninos y 362 vegetativos

(Fig. 3.9). La proporcion haz masculino:femenino fue de 1:0.52 (Tabla 3.6).

El 7 de abril de 2008, en la franja costera cercana a Cancun, hubo una
predominancia de haces masculinos (Fig. 3.10). El analisis fue de 1,200 haces, 198
masculinos, 22 femeninos y 980 haces vegetativos. La proporcion de flor

masculina:femenina fue de 1:0.11 (Tabla 3.6).
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1  Tabla 3.6. Halodule wrightii. Proporciones de haces masculinos:femeninos por recolecta durante 2007

2 y 2008 en la franja costera de la laguna arrecifal de Puerto Morelos y en Cancun.

Lugar N total de N masc Nfem Proporcion
haces masc:fem
Colecta
2007 Puerto 1000 88 28 1:0.32
Morelos
2007 Puerto 1000 197 166 1:0.84
Morelos
2008 Puerto 972 402 208 1:0.52
Morelos
2008 Cancun 1200 198 22 1:0.11
3
4
Franja costera Puerto Morelos 2007
N 227 N73 N 119 N 181 N 190 N 210
100% - RLZZ R5 R44 R45 R57 R90
’ =
80% A
5
= 60%
% 40% A
i 20% A
0% T T T T T
1 2 3 4 5 6
Parches
7 Figura 3.8. Porcentaje de haces femeninos y masculinos de Halodule wrightii en la zona costera de
8 Puerto Morelos, 12 de junio de 2007. N: ndmero de haces por parche, R: ndmero de haces con
9 estructuras reproductoras. La distancia entre parches fue de 5 a 15 m. La recolecta del 25 de mayo
10 de 2007 no fue separada por parches.
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Franja costera Puerto Morelos 2008
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Figura 3.9. Porcentaje de haces femeninos y masculinos de Halodule wrightii en la zona costera de
Puerto Morelos, 11 de marzo de 2008. N: nimero de haces por parche, R: nimero de haces con

estructuras reproductoras. Zona 1: norte del muelle, zona 2: sur del muelle. Distancia entre parches
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Figura 3.10. Porcentaje de haces femeninos y masculinos de Halodule wrightii de la franja costera

cercana a Cancun el 7 de abril de 2008. N: nimero de haces, R: nimero de haces con estructuras

reproductoras. Distancia entre puntos de colecta aproximadamente5 m.
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Thalasia testudinum

La distribucion de los haces masculinos y femeninos fue determinada por la presencia
de flores frescas, combinada con haces con restos de flores del mismo afio (2008) (Fig. 3.11).
Se observo que los clones masculinos y femeninos se encuentran entremezclados en algunos
puntos. La frecuencia de flores en 2008 se presenta en la Tabla 3.7, habiendo méas haces con

flores masculinas que femeninas.

Sitio 1 Arrecife 2008

Sitio 2 Laguna 2008

4
(m)
2_
0 T T T ‘ T T T
0 2 4 6 8 10 12
| (m) .
[ Femenina B Masculina ® Femeninay masculina
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Figura 3.11. Distribucion de haces masculinos y femeninos de Thalassia testudinum en las dos zonas de estudio.
Se colectaron 3 haces en cada punto de interseccion, a una distancia de 1 m. En los casos en que se encontraron

haces de los dos sexos, éstos se ilustran de manera puntual.

La frecuencia de floracion en el Sitio 1 Arrecife fue de 16.6 %, visiblemente més alta
que en el Sitio 2 Laguna, donde fue de 1.9 %. En los dos sitios se registrdé una la dominancia
de flores masculinas. El promedio de flores por inflorescencia de los haces masculinos en el
Sitio Arrecife (1) fue de 2.8 (N 31, SD 0.7) y en el Sitio Laguna (2) fue de 2.5 (N 2, SD 0.7).
Las flores femeninas son solitarias y se registraron 29 de estas flores en el sitio 1 y 5 flores en
el sitio 2. Considerando el porcentaje de haces sexuales, la proporcién de flores
masculinas:femeninas fue de 1:0.35 y 1:0.4 en los sitios Arrecife y Laguna, respectivamente

(Tablas 3.7 y 3.10).

Tabla 3.7. Thalassia testudinum. Porcentaje de haces sexuales y proporcién de flores masculinas:femeninas
de la floracién del 2008 en los dos sitios de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, recolectados el 3 de abril

de 2008 y el 3 de mayo de 2008.

N % de haces Flores
Sitio sexuales (2008) masc:fem
Arrecife 360 16.6 1:0.35
Laguna 360 1.9 1:0.42
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Razdn polen/évulo
Syringodium filiforme
La razon polen por évulo, calculado con base en el nimero de flores masculinas y
femeninas y sus respectivos contenidos de polen y dvulos se presenta en la Tabla 3.8. La
razon polen/6vulo de S. filiforme en la franja costera en 2007 fue de 4.13 x 10° y en 2008 de
6.21 x 10°. Esta razén fue de 5.60 x 10° en la zona de pradera profunda en 2008 (Tabla 3.8).
Tabla 3.8. Syringodium filiforme. Proporcién de cimas y flores masculinas y femeninas en las zonas estudiadas.
La razon polen/évulo fue calculada con datos preliminares del 2007 y datos verificados en 2008.
Proporcion de Proporcion ovulos por  conteo de
Afo  Sitio Razon polen/évulo
cimas masc:fem flores masc:fem flor polen
Franja
2007 1:0.81 1:1.23 2 1.02 x 10° 4.13x10°
costera
Franja
2008 1:0.71 1:0.82 2 1.02 x 10° 6.21 x 10°
Costera
Pradera
2008 1:6.00 1:0.91 2 1.02 x 10° 5.60 x 10°
profunda
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Halodule wrigthtii

La razén polen/évulo vari6 entre 1.87 x 10° (25 de mayo de 2007), 7.14 x 10° (12 de
junio de 2007) y 1.15 x 10° (11 de marzo de 2008), en Puerto Morelos. En Cancin, con

dominancia masculina, la razén polen/évulo fue 5.45 x 10° el 7 de abril de 2008 (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Halodule wrightii. Proporciones florales en las zonas de estudio (franja costera) durante 2007 y 2008.

Las razones de polen por 6vulo fueron estimadas en 2007 y corregidas en 2008.

Proporcion ovulos por  conteo de Razon
Fecha Sitio
flores masc:fem flor polen polen/6vulo

25 de
mayo Puerto

1:0.32 2 1.20 x 10° 1.87 x 10°
de Morelos
2007
12 de
junio Puerto

1:0.84 2 1.20 x 10° 7.14 x 10°
de Morelos
2007
11 de
marzo Puerto

1:0.52 2 1.20 x 10° 1.15 x 10°
de Morelos
2008
7 de
abril

Cancun 1:0.11 2 1.20 x 10° 5.45 x 10°

de
2008
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Thalassia testudinum

Las flores femeninas pueden tener 4 O&vulos en promedio (Ricardo Wong,
comunicacion personal). En este estudio se obtuvieron 342,166 granos de polen por flor. La

raz6n polen/évulo fue de 2.44 x 10° en Arrecife y 2.04 x 10° en Laguna (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Thalassia testudinum. Proporciones florales en las zonas de estudio durante el afio 2008. Las razones

polen por 6vulo fueron estimadas con el nimero de polen por flor verificado en 2008.

Afo Sitio Proporcion ovulos por flor  conteo de Razon
flores (promedio) polen polen/6vulo
masc:fem
2008 Arrecife 1:0.35 4 342,166 2.44 x 10°
2008 Laguna 1:0.42 4 342,166 2.04 x 10°
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Limitacion de polen

Syringodium filiforme

De manera natural, no hubo una relacion significativa entre la proporcion de frutos
acrénicos y la abundancia de cimas masculinas en la franja costera de Puerto Morelos (Fig.
3.12). La pendiente de la relacion es virtualmente cero, por lo que no encontramos evidencia

indirecta de limitacién de polen en esta zona.

Franja Costera Puerto Morelos

A
w0 2007 B 2008
7 40 2
254 15 7 5 35 N
8 20 4 1515 8 30 13 10 MPEE "
g 1 i1 " 2x s .
g 151 11 \g 20 1514141515 | 10 { 1{ E g“
X 10 © 15 Jl: { { Jl: { { i
S
5 | 10
5
0 T T 0 . . . . .
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Transecto Transecto
c 2007-2008
Pendiente: 0.06
35 R?:0.017

p: 0.22 *

% acronico
BN
oo ;o o

0+ . | - .
0 20 40 60 80 100
% cimas masculinas

Figura 3.12. Syringodium filiforme. Proporcion de frutos acrénicos (frutos acronicos/total de &vulos
fructificantes) de la zona costera de Puerto Morelos en (A) 2007 y (B) 2008. Las barras representan el error
estandar de la muestra. EI nimero de cimas recolectadas por transecto se indica arriba de cada punto. Los
transectos con N=0 se refieren a ninguna cima femenina o sin frutos. (C) Regresion lineal y tendencia de los

datos agrupados de 2007 y 2008 de la proporcién de frutos acrénicos vs. porcentaje de cimas masculinas.
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Experimento

En los tratamientos de limitacién de polen no hubo diferencia significativa entre los

porcentajes de frutos acrénicos de los Controles 1 (15.60 %) y 2 (14.63 %) (X*=0.008, p>0.9,

df=1, Fig. 3.13), por lo que los datos se agruparon. En el area Centro del tratamiento

reduccion de polen R1, el nimero de frutos acrénicos fue de 18 % y en la subarea Perimetro 1

del mismo tratamiento, el porcentaje de los frutos acronicos fue de 14.7 %. No se observaron

diferencias estadisticas entre estas secciones de R1 (X?=0.454, p>0.5, df=1) y también se

agruparon estos datos. Al comparar los datos agrupados de Control y R no se encontraron

diferencias significativas en la proporcién de frutos acrénicos (X?=0.467, p>0.5, df=1) y, por

lo tanto, no se registrd evidencia de limitacion de polen en el experimento (Tabla 3.11).

% Frutos

100

80 1

N79
49 +1.47

60 A

40 4

20 4

Centro
N 60
4.6 +0.87

N 200
52 +1.3

C1

c2

‘ 0 maduro B inmaduro ® acrénico

%Frutos

100

80

60

N 45
6.4 + 1.19

40

20 A

Perimetro 1
N 82

55 + 1.55

N 136
6.8 + 1.5

C1

Cc2

‘ 0 maduro inmadurd acrénicd

Figura 3.13. Desarrollo de los frutos de Syringodium filiforme en las &reas Centro y Perimetro 1 del experimento

de limitacion de polen en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. C1 y C2: Controles 1y 2; R1: 50 % de
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reduccion de cimas masculinas. Los nimeros arriba de las barras se refieren al nimero de frutos de cada

tratamiento (N) y al promedio de frutos por cima y su respectiva desviacion estandar (+ DS).

Tabla 3.11. Syringodium filiforme. Resultados del anélisis de X? aplicado a los datos agrupados de produccion de

frutos (Zfrutos desarrollados vs. Xfrutos acronicos) del experimento de limitacion de polen. Los tratamientos

fueron C: Control, dos parcelas, R: Reduccién de masculinos, una parcela. Efecto N: no, S: si. La prueba de la

subarea fue para verificar si habia un efecto de la distancia limite del area experimental sobre la produccién de

frutos en el tratamiento de reduccién de masculinos. Per 1: perimetro 1 m, distancia del limite del cuadrante

central.

Aplicado a
Prueba Subarea X2 df P Efecto
tratamiento
Agrupamiento Clvs. C2 Centro 0.008 1 >09 N
Subarea R Centro vs. Perl 0.454 1 >0.5 N
Parcela completa
Reduccion Cvs.R 0.467 1 >0.5 N

Centro + Per 1
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Halodule wrightii

La proporcion promedio de frutos abortados por parche (frutos abortados/total
de 6vulos fructificantes) en la franja costera de Puerto Morelos (11 de marzo de 2008)
fue de 9.05 % (N=5, SD=14.45, SE=2.48). En relacion con la abundancia de haces
masculinos, la proporcion de frutos abortados no fue significativa (pendiente= -0.031,
R%=0.316, p=0.85, Fig. 3.14). En la franja costera cercana a Canctn (7 de abril de
2008) la proporcion promedio de frutos abortados fue de 18.05 % (N=3, SD=25.76,
SE=10.5), a pesar de una elevada dominancia de flores masculinas (Fig. 3.10). Por lo

tanto, no se encontro evidencia indirecta de limitacion de polen en H. wrightii en las

zonas de estudio.

Puerto Morelos 2008

40

30

20

10

% frutos abortados

40 T
30
20 +

pendiente: -0.031
R2:-0.316
p: 0.85

10 +

% frutos abortados/

total de frutos

0 20

40 60 80
% haces masculinos /sexuales

100

Figura 3.14. Halodule wrightii. Porcentaje de frutos abortados por parche en la franja costera de Puerto Morelos,

11 de marzo 2008. EI namero total de frutos (desarrollados y abortados) se indica en cada punto. Las barras

representan el error estdndar. Regresion lineal negativa y no significante del % de frutos abortados vs. % de

haces masculinos.

96



10

11

12

13

14

15

16

Thalassia testudinum

En el tratamiento control (C1 y C2 combinados) se obtuvieron 88 % de frutos
desarrollados y 12 % de frutos abortados y en el control de procedimiento (CP1 y CP2
combinados) un 81 % de frutos desarrollados y 19 % de frutos abortados. No hubo diferencia
estadistica en la proporcion de frutos abortados entre C y CP en las tres subareas de la parcela
(X?=0.84, p>0.5, df=1, Tabla 3.12). En el tratamiento de reduccién de polen (R1 y R2
combinados) se obtuvo 60 % de frutos desarrollados y 40 % de frutos abortados. Se
observaron diferencias significativas en la proporcion de frutos abortados entre C-CP y R
(X?=11.54, p<0.001, df=1, Tabla 3.12). Al eliminar el 50% de las flores masculinas, la
produccion de frutos disminuyd y los frutos abortados aumentaron de igual manera en las tres
secciones de la parcela, Centro, Perimetro 1 y Perimetro 2 (X?=0.315, p>0.9, df=2, Fig. 3.15).
Hubo mayor nimero de semillas abortadas en las parcelas donde se redujo el nimero de flores
masculinas (Semillas viables: X*=10.07, df=4, p<0.05; Semillas abortadas: X*=8.34, df=3,
p<0.05, Fig. 3.16). Por lo tanto, si se encontrd un efecto de limitacién de polen al remover las

flores masculinas en esta especie.
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Figura 3.15. Desarrollo de los frutos de Thalassia testudinum en el cuadro Centro de 2 x 2 m, primer perimetro

+1 my perimetro 2 +2 m del experimento de limitacién de polen en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. C:

Control, CP: Control de Procedimiento, R: Reduccién de 50 % de flores masculinas. Los nlimeros arriba de las

barras indican N flores marcadas.
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Figura 3.16. Thalassia testudinum. Semillas viables y semillas abortadas por fruto del experimento de limitacion

de polen en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. Los frutos fueron recolectados de las parcelas experimentales

y parcelas controles en junio de 2008. el nimero de muestras en el control y el tratamiento se especifica en cada

grafico.

Tabla 3.12. Thalassia testudinum. Resultados del analisis estadistico X? aplicado a los datos agrupados de los

frutos abortados y desarrollados en las 2 réplicas por tratamiento. Los tratamientos fueron C: Control, CP:

Control de Procedimiento, R: Reduccién de masculinos. Efecto N: no, S: si. La prueba de manipulacién fue para

verificar si habia un efecto de la remocion de las flores masculinas sobre la produccion de frutos. La prueba de la

subarea fue para verificar si la produccién de frutos era afectada por la distancia limite del tratamiento de

reduccion de masculinos. Per 1 y Per 2: perimetros 1 m y 2 m de distancia del limite del cuadrante central,

respectivamente. *estadisticamente significativo.

Prueba

Aplicada al

tratamiento

Subarea

Fruto

XZ

df

p

Efecto

Manipulacién

Manipulacién

Subarea

Reduccion

Cvs. CP

Cvs. CP

Cvs. R

Centro

Parcela completa

Centro vs. Perl

vs. Per 2

Parcela completa

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

1.61

0.84

0.31

11.54

>05

>09

< 0.001*

14
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DISCUSION

Las tres especies de estudio mostraron diferencias en el contenido de polen en las
anteras. Ademas, mostraron diferencias en la distribucion de sus flores, lo cual se detalla a

continuacion, por especie.

Syringodium filiforme

La longitud del polen filamentoso de S. filiforme, de unos 2 mm de largo, esta en el
mismo orden de magnitud de otras especies de la misma familia, Cymodoceaceae. El polen de
Cymodocea spp. tiene una longitud de 2 mm y 10 um de diametro, el de Thalassodendron
spp. mide unos 5 mm de longitud y 20 pum de diametro, en Amphibolis spp. mide 3-5 mm de
longitud y 20 um diametro (sensu Ackerman, 2006). El polen filamentoso de otras familias de
pastos puede tener dimensiones similares, por ejemplo, el de Zostera marina (Zosteraceae)
mide 2.7 mm de longitud (McConchie y Knox, 1989). La razén polen/dvulo se estimo con
base en los andlisis de frecuencia de floracion y el conteo de polen en las anteras. Esta razén
vario de 4.13 x 10° a 6.21 x 10° para S. filiforme, en Puerto Morelos, concordando con
estimaciones previas para Posidonia australis y Posidonia sinuosa de la familia
Posidoniaceae, (Warnbro Sound, cerca de Perth, oeste de Australia), cuya razén polen/ovulo
es de 2.4 x 10° y 9.8 x 10°, respectivamente (Smith y Walker, 2002). Otra especie de
Cymodoceaceae, Amphibolis antarctica, tiene una razén de polen por 6vulo de 8 x 10*
(Verduin, 1996), que corresponde a un orden de magnitud menor al estimado en el presente
estudio para S. filiforme. Lo mismo sucede con Zostera marina y Phyllospadix torreyi de la
familia Zosteraceae, que tienen razén de polen por 6vulo de 10* (Ackerman, 1993) y un rango

de 1.9-5.8 x 10* (Williams, 1995), respectivamente.
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Las plantas de S. filiforme en la pradera de Puerto Morelos mostraron cierta separacion
espacial entre las cimas masculinas y femeninas. En esta especie no existe informacion
disponible sobre el transporte y la captura del polen; sin embargo, Ackerman (2006) sefiala
que en pruebas de laboratorio, las bracteas de S. filiforme ayudan a redirigir el flujo,
generando zonas de recirculacion alrededor de las flores femeninas. En plantas aneméfilas, las
zonas de recirculacion proveen oportunidades para que el polen quede atrapado en un
“remolino” y pueda tener contacto con los estigmas (Niklas, 1992).

De acuerdo a lo determinado para Amphibolis spp. (Verduin, 1996) y Posidonia spp.,
la distancia de transporte del polen filiforme es del orden de metros y depende de la densidad
de la cobertura foliar en la pradera (Smith y Walker, 2002). Por esta razdn esperdbamos
encontrar posible evidencia de limitacion de polen (frutos con desarrollo acronico) en los
transectos con dominancia femenina y alejados por varios metros de las cimas masculinas. Sin
embargo, no hubo ninguna evidencia que apoyara nuestro supuesto. Ademas, la reduccion
experimental del 50% de las cimas masculinas de S.filiforme tampoco mostré un efecto de
limitacion de polen y la produccion de frutos en las parcelas experimentales no varié con la
fructificacion de las cimas controles ni con la fructificacion natural en las zonas de estudio.
Posiblemente el polen filamentoso de S. filiforme puede viajar a mayor distancia que lo
reportado en la literatura para Posidonia spp. y Amphibolis spp., lo cual depende ademas de

las condiciones hidrodinamicas, que influyen mucho en el transporte del polen.

Halodule wrightii

La longitud del polen filamentoso de H. wrightii fue de 1.2 mm, lo cual concuerda con
lo mencionado por McConchie y Knox (1989) y Ackerman (2006) para la misma especie.
Comparativamente con otras familias, el polen filamentoso de Phyllospadix spp.

(Zosteraceae) mide 1 mm de longitud. En el género Posidonia (Posidoniaceae) la longitud es
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de 450 £ 150 pm. En los parches estudiados de H. wrightii, la separacion de sexos fue muy
marcada y la razon polen por évulo varié entre 7.14 x 10° y 5.45 x10°, con un promedio
general de 2.29 x 10°. La presencia de parches casi monosexuales es probablemente debida a
que se trata de parches monoclonales recién establecidos en la laguna de Puerto Morelos
después del paso del huracan Wilma, en octubre de 2005 (Brigitta van Tussenbroek, com.
pers.). La distancia entre estos parches (5-15 m) fue mayor a la distancia promedio de
dispersion del polen filamentoso de otras especies (ver S. filiforme arriba). Sin embargo, en la
exploracion de algun efecto de limitacion de polen de manera natural en la franja costera de
Puerto Morelos no se registr6 una relacion entre la ausencia de flores masculinas y la

abundancia de frutos acrénicos.

Thalassia testudinum

La razon polen/6vulo de Thalassia testudinum en la zona de estudio (2.03 x 10° a 2.44
x 10°) es notoriamente mayor a la de Enhalus acoroides (proporcién polen:6vulo de 10:1),
que es una especie de la misma familia (Hydrocharitaceae), pero E. acoroides tiene una
polinizacion epihidréfila y posiblemente el transporte bidireccional, en vez de tridimensional,
es mas eficiente (Kausik, 1941 en Ackerman, 2006). Malm (2006) registré en la especie
dioica Halophila stipulacea (Hydrocharitaceae) que la proporcion de plantas masculinas por
femeninas es de 0.5-0.9:1, dependiendo de la profundidad. Comparativamente, McMillan y
Jewett-Smith (1988) obtuvieron que Halophila engelmannii (dioica) tiene proporciones
masculino:femenino de 50:50 (experimentalmente) y 42:58 (naturalmente). La distribucién de
haces sexuales en T. testudinum en las zonas de estudio fue principalmente entremezclada,
con una dominancia de haces masculinos, como ya lo han registrado van Tussenbroek et al.

(2008; 2009) en la misma zona de estudio.
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Sobre la dispersion del polen de T. testudinum, Okubo et al. (2002) sugieren que el
polen liberado en el dosel de la pradera es transportado a distancias limitadas, del orden de
metros, aunque la velocidad de dispersion puede incrementarse en el interior del dosel. Van
Tussenbroek et al. (2009) mencionan que posiblemente los granos embebidos en mucilago
tienen un vehiculo menos eficiente que el polen filamentoso para transportarse en el medio
marino.

En los tratamientos experimentales de reduccion en 50 % de flores masculinas de T.
testudinum se registré una disminucion en la fructificacion y produccion de semillas por fruto,

sugiriendo que habia limitacion de polen en estas parcelas.

Limitacion de polen

En este estudio no registramos evidencias de limitacion de polen en las poblaciones
estudiadas de S. filiforme y H. wrightii. Se esperaba que en condiciones extremas de déficit de
flores masculinas pudiera aumentar la proporcion de frutos abortados, sin embargo, no fue el
caso. En el experimento de S. filiforme no hubo un efecto significativo, pero la densidad fue
muy baja en general, posiblemente por un efecto de disefio experimental, aunque tampoco se
puede excluir que el transporte de polen es muy eficiente en ésta especie. Ademas, hacen falta
andlisis y estudios mucho mas exhaustivos para llegar a una conclusion definitiva. T.
testudinum, en contraste, mostré un efecto muy marcado de limitacion de polen al reducir las
flores masculinas. Asi, dependiendo de las especies y los factores como la hidrodindmica del
medio o la densidad de sexos, algunas poblaciones de pastos marinos pueden sufrir limitacion
de polen, mientras otras pueden tener equilibrio en la proporcion de polen por 6vulo o un
exceso de polen (e.g., no se registré un efecto en S. filiforme al reducir 50 % de individuos
masculinos). Reusch (2003) manipul6 experimentalmente las densidades florales (eliminacion

y adicion) de Zostera marina (monoica) y encontré que la produccién de semillas estaba
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relacionada positivamente con la densidad floral, hasta que se alcanzaba la saturacion y
sugirio que las densidades naturales generalmente son bajas y que la limitacion de polen
puede ser generalizada en esta especie. Ackerman (2002) simul6 la captura del polen en Z.
marina con relacion a los regimenes hidrodinamicos dentro del pastizal y dedujo que éstos
pastos marinos requieren 103-10* polen para polinizar una sola flor, lo cual corresponde con la
proporcién de 10*1 de polen:6vulo (Ackerman, 1993) de esta especie, lo que implica que Z.
marina pudiera estar en “equilibrio” con sus requerimientos de polen en condiciones 6ptimas
de densidad. Williams (1995) estudid Phyllospadix torreyi en un sitio con régimen
hidrodindmico alto (oleaje intenso), donde la proporcién masculino:femenino varia con la
profundidad de 0 a 8 metros, encontrando que la escasez masculina no afectaba la
fecundacion, que fue practicamente del 100 %. Sin embargo, Shelton (2008), al estudiar a P.
scouleri y P. serrulatus sobre una amplia gama geografica y una amplia gama de
proporciones de sexo, encontré que la fecundidad femenina, medida como produccion de
semillas, aumenta con la densidad masculina, lo cual sugiere que puede haber un umbral
minimo necesario de polen para la fecundacion eficiente (Shelton, 2008). Por su parte,
Balestri y Cinelli (2003) reportaron reduccién de semillas en el pasto hermafrodita Posidonia
oceanica, donde el 87% de la pérdida de semillas fue debido a abortos, que atribuyeron a una
posible combinacion de polinizacion limitada, limitacion de recursos y endogamia. Posidonia
tiene flores perfectas y no tiene un sistema de reconocimiento polen-estigma que evite la
autofecundacion (McConchie y Knox, 1989). Los estudios de limitacion de polen en pastos
marinos son pocos y en el caso del presente estudio, para Thalassia testudinum fue el primer

registro experimental de limitacion de polen en un pasto marino dioico.
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OBSERVACION ADICIONAL

Para comprobar si hay limitacion de polen se deben realizar experimentos que
demuestren si el déficit de polen resulta en una produccién limitada de semillas. Sin embargo,
una produccion limitada de semillas también puede ser una consecuencia de escasez de otros
recursos. Por lo tanto, se deben hacer pruebas experimentales paralelas afiadiendo polen

mediante polinizacién manual in situ, para ver el efecto en la produccion de semillas.
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CAPITULO 4 POSIBLES ESTRATEGIAS DE DEFENSA CONTRA HERBIVORIA

ANTECEDENTES

Los pastos marinos han desarrollado varias adaptaciones ante una alta presion de
pastoreo, especialmente de sus hojas. La pérdida del tejido foliar por la accion de los
herbivoros puede estimular el crecimiento de nuevas hojas como una respuesta compensatoria
a la pérdida de biomasa. Valentine y Heck (1997; 1999) mencionan que los pastos marinos
utilizan las reservas de nutrientes acumuladas en los rizomas para estimular el desarrollo
foliar despues de un evento de dafio. Verges et al. (2007) examinaron la respuesta de
Posidonia oceanica a la accion de los peces herbivoros Sarpa salpa y Paracentrotus lividus
en el Mediterraneo y encontraron que este pasto marino contrarresta la pérdida de tejidos
incrementando el crecimiento foliar de los haces dafiados por la herbivoria. Otro mecanismo
de compensacion se mostro para la especie Halophila ovalis, que es estructuralmente delicada
y con poca inversion en tejidos subterraneos. McMahon (2005) observé en Moreton Banks,
Australia, que la poblacion de H. ovalis crece mucho mas rapido por extension de nuevos
rizomas y produce mas flores en areas impactadas por Dugong dugong (Sirenidade),
comparadas con areas que no han sido afectadas por herbivoria. Cabe mencionar que el
dugongo no so6lo consume las hojas, sino que elimina las plantas completas, arrancandolas del
sedimento y dejando caminos desprovistos de vegetacion marina. Estas Gltimas respuestas a la
herbivoria se pueden considerar como defensas tipo tolerancia (sensu Nufiez-Farfan et al.,
2007). Una defensa contra herbivoria foliar de tipo resistencia incluye la produccion de
taninos. Estos metabolitos secundarios inactivan las enzimas digestivas de los herbivoros. Los
taninos pueden reducir significativamente el crecimiento y la supervivencia de muchos

herbivoros cuando se adicionan a su dieta (Robbins et al., 1987; Bernays et al., 1989; Butler,
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1989). Larkum y Hartog (1989) resaltan la presencia de fenoles en las hojas y en los
meristemos de los pastos marinos y sugieren que se puede deber al estrés que provocan la
herbivoria y las infecciones causadas por agentes patdégenos. McMillan (1984) reporto la
presencia de taninos en las hojas de pastos marinos de las familias Zosteraceae,
Posidoniaceae, Cymodoceaceae e Hydrocharitaceae. Los acidos fendlicos, p-hidroxibenzoico
y vanilico se han registrado en las hojas de P. oceanica (Cariello y Zanetti, 1979). Las hojas,
rizomas y raices de Thalassia testudinum, Syringodium filiforme, Halodule wrightii y
Halophila engelmannii contienen &cidos fendlicos, los cuales tienen propiedades alelopaticas
(Zapata y McMillan, 1979). Otra defensa pudiera ser la existencia de cristales de oxalato de
calcio (Dobbs et al., 2004), que han sido asociados con la proteccién contra herbivoros

(Prychid y Rudall, 1999).

La pérdida de tejidos foliares tiene un costo energético para la planta, mientras que el
dafo a las estructuras florales puede afectar el éxito reproductivo, con posibles consecuencias
evolutivas para la especie (McCall y Irwin, 2006). Kirk et al. (1995) mencionan que insectos
como los escarabajos de la familia Nitidulidae, son florivoros que se alimentan de anteras y
polen. Meligethes aeneus provoca dafios a las flores de la col Brassica napus (Brassicaceae),
disminuyendo las visitas de las abejas polinizadoras (Apis mellifera), afectando la produccion
de semillas y la evolucion de sus caracteristicas florales. Las plantas con altos niveles de
metabolitos secundarios en las estructuras reproductoras pudieran ser mas resistentes a los
florivoros. Por ejemplo, la hierba terrestre Castilleja indivisa (Orobanchaceae) tiene altos
niveles de alcaloides en las inflorescencias y sufre menos florivoria que plantas con menores
niveles de estos metabolitos secundarios (Adler et al., 2001). El escape en espacio y tiempo es
otro mecanismo para evitar el consumo de las flores. Breedlove y Ehrlich (1968) sugirieron
que las flores de la hierba Lupinus amplus (Fabaceae) pueden reducir los efectos dafiinos de
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las larvas de las mariposas (Lycaenidae) adelantando la maduracion de las flores antes de que
las larvas emerjan. Otras adaptaciones para evitar la florivoria pueden ser morfoldgicas, como
los tricomas (excrecencias epidérmicas) en las flores, que fungen como barrera fisica para los
florivoros (Da Craene y Miller 2004; Leitao et al., 2005). Pueden existir complejas relaciones
entre la fauna y las flores. Un ejemplo son las hormigas que cuidan el néctar extrafloral de la
hierba Calathea ovandensis (Marantaceae), reduciendo el dafio a las inflorescencias
provocado por la mariposa Eurybia elvina (Horvitz y Schemske, 1984). Los compuestos
volatiles florales pueden servir para atraer a los enemigos naturales de los florivoros. EI metil
salicilato, &cido fenolico derivado de acido benzdico, es un componente del olor floral en
muchas especies (Knudsen et al., 2006), que afecta negativamente la sobrevivencia de
algunos insectos (Ollerstam y Larsson, 2003); ademas es una molécula importante en la
defensa de plantas contra infecciones patdgenas (Shuvalev et al., 1997). Se ha reportado que
la chirivia (Pastinaca sativa) sufre con mayor frecuencia severos dafios en el tejido
reproductivo que en hojas o raices y al parecer esta especie es capaz de controlar la expresion
de metabolitos secundarios en diferentes tejidos (Zangerl y Rutledge, 1996), protegiendo
hojas y raices a costa de las flores. Adicionalmente, cualquier caracteristica floral que reduce
la apariencia de la flor o su calidad nutricional, como corolas pequefias 0 anteras ocultas,
también puede evitar la florivoria a costa de la atraccion de polinizadores (Ashman et al.,
2004b). Otra estrategia de defensa contra la florivoria es la compensacidn, en vez de evitar el
dafio. Algunas plantas abortan flores dafiadas y canalizan los recursos para la produccion de
nuevas flores (Olesen, 1992). La hierba Lathyrus vernus (Fabaceae) compensa la remocion de
flores a través de un incremento en el tamafio de los frutos de las flores restantes (Ehrlen,
1993). De manera similar, Holtsford (1985) simul6 la florivoria al remover la primera flor en
la azucena Calochortus leichtlinii (Liliaceae), lo que provocd un incremento en la produccion

de semillas de las segundas flores, las cuales raramente producen frutos cuando las primeras
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flores no son removidas. En Yucca filamentosa (Agavaceae), el consumo de los botones
florales es comun y la estrategia de esta planta para atenuar los efectos sobre su “salud” es
deshacerse de las flores dafiadas (abscision floral) (Althoff et al., 2005). Después de un dafio,
la misma planta puede amplificar el nivel atractivo de sus flores y asi incrementar el potencial
de ser fecundadas, por ejemplo, aumentando el tamafio de la flor o el nimero de granos de
polen por flor (McCall y Irwin, 2006). La seleccion sobre el fenotipo floral (morfologia floral
0 sustancias atrayentes como néctar) puede ser trascendente en poblaciones con limitacion de
polen y asi influir en la evolucion de los caracteres sexuales (Ashman et al., 2004a). Van
Tussenbroek et al. (2008a) plantearon la hip6tesis de que la rapidez de elevacién del pedicelo
floral y la antesis nocturna y altamente sincronizada del pasto marino Thalassia testudinum en
el Caribe mexicano, pudieran ser respuestas a la presion de florivoria por peces. El presente

estudio pretende estudiar esta hipotesis méas a fondo.
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HIPOTESIS

e Las flores de las tres especies de pastos marinos mas abundantes en el area de estudio
han desarrollado caracteristicas morfoldgicas para evitar la depredacién de las flores

masculinas.

OBJETIVOS

e Estudiar in situ la frecuencia de herbivoria de las flores masculinas de las tres especies
de pastos marinos.
e Registrar y proponer los posibles mecanismos desarrollados por los pastos marinos

para evitar la herbivoria de las flores masculinas.
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MATERIAL Y METODOS

Frecuencia de herbivoria de las flores masculinas

Syringodium filiforme

La primera observacion de herbivoria de Syringodium filiforme se realiz6 del 9 al 12 y
del 16 al 19 de marzo de 2007, mediante la toma de fotografias. El lugar de registro fue el
area de estudio 2 (Fig. 1.8). Previamente a la observacion, se recolectaron 11 cimas
masculinas y 12 femeninas. En el laboratorio se quitaron las bracteas con pinzas, dejando las
anteras y los ovarios expuestos (ver Cap. 2, Fig. 2.1), denominando los botones como
“desnudos”. Se colocaron las cimas en el campo y se marcaron con varillas de alambre
galvanizado y cinta color naranja. Los botones cubiertos (12 cimas femeninas, 97 botones; 12
cimas masculinas, 51 botones) fueron marcados de la misma manera que los desnudos,
dejando intactas las bracteas que cubren los botones. Para las flores femeninas se utilizé cinta
rosa y naranja para las masculinas. Los registros in situ con fotografias fueron realizados los
dias 12, 16 y 19 de marzo, con camaras digitales Canon, modelos 770UZ y 765UZ, con
estuches sumergibles. Al final, algunos botones fueron recolectados y fotografiados en el

laboratorio.

El registro de herbivoria del afio 2008 fue realizado en el mismo sitio, los dias 28, 29 y
30 de abril, por la mafana y por la tarde. Las mismas cimas masculinas se utilizaron para
filmar a los peces herbivoros. Para este fin, se descubrieron los botones maduros (Cap. 2, Fig.
2.1) de 18 cimas masculinas (91 botones descubiertos), observados con las camaras digitales y

22 cimas (131 botones descubiertos), observados con la cdmara fija.
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Halodule wrightii

Las observaciones de herbivoria de botones masculinos de Halodule wrightii en 2007
fueron realizadas los dias 5, 6 y 9 de abril, mediante fotografias (sitiola, Fig. 1.8). Para
exponer 10 botones maduros in situ, con una pinza se quitd la hoja exterior del haz portando
el boton y se dobl6 la vaina de la hoja interior (Cap. 2, Fig. 2.2). El rizoma horizontal cercano
al haz se marc6 con un clip de color y la posicion fue marcada con una varilla con cinta. Los
botones cubiertos (10) fueron marcados de la misma manera que los desnudos, removiendo la
capa superficial del sedimento para poder ver los botones y marcando con un clip y colita de

rata con cinta llamativa, dejando intacta la vaina que cubre el boton masculino.

En el afio 2008 se realizd otro registro de frecuencia de herbivoria de las flores
masculinas de Halodule wrightii. Los botones, también utilizados para la filmacion de los
depredadores, fueron colocados en la pradera cercana al muelle de la UAPM (Cap. 2, sitio 3,
Fig. 1.8). En el experimento de 5 dias se utilizaron en total 34 botones masculinos,
descubiertos manualmente. Los botones (4 6 5) eran revisados y cambiados todos los dias por

la mafiana y por la tarde.

Thalassia testudinum

Los experimentos de herbivoria de botones florales masculinos de Thalassia
testudinum se realizaron los dias 10 y 11 a 14 de mayo del 2007 y también del 5 al 7 de mayo
del 2008, dejando los botones sujetos a herviboria de un dia para otro. El lugar de observacion

fue un punto cercano al arrecife de Puerto Morelos (sitio 5, Fig. 1.8). En el afio 2007 se
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realizd el experimento con 15 botones masculinos cubiertos y 15 botones masculinos
expuestos. En el 2008 se marcaron 20 botones masculinos cubiertos y 20 botones masculinos
expuestos. Para ver los botones, fue necesario remover la capa superficial de sedimento. Las
flores masculinas maduras se desnudaron in situ, quitando las bracteas pero dejando los
tépalos (Fig. 1.7, descripcion de la especie). Cuando fue necesario, se quitd la hoja exterior
del haz para exponer los botones. Las flores fueron marcadas con varillas de alambre
galvanizado y cinta de color llamativo. Los botones cubiertos se trataron de la misma manera
que los desnudos, removiendo el sedimento, marcando con cinta pero dejando intactas las

bréacteas que cubren los botones.
Anaélisis estadistico

Para determinar si el namero de botones desaparecidos o mordidos fue independiente de los
tratamientos de los botones (cubierto o descubierto) se realizaron pruebas de X* de
independencia de las pruebas realizadas en 2007, con Ho: La frecuencia de botones

desaparecidos es independiente del tratamiento del botdn (cubierto o desnudo).

Antesis de las flores masculinas

Syringodium filiforme

El 13 de mayo de 2008, en la tarde, se marcaron 20 cimas masculinas con varillas de
unos 20 cm de alto y cintas de color, en el area de estudio 3 (ver Fig 1.8). Las observaciones
de la antesis de Syringodium filiforme se realizaron los dias 14 y 15 de mayo. Al mismo
tiempo, se tomaron fotografias in situ de las etapas de los botones florales de las cimas por un

periodo de 36 hrs, cada 3-4 hrs durante el dia a partir de las 6:00 hrs (amanecer), hasta las
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19:30 hrs (anochecer). Al inicio del monitoreo, por cada cima se contd el nimero de botones
que potencialmente pudieran abrirse. Posteriormente, las secuencias de las fotografias se
revisaron y se registraron los botones que habian pasado por antesis y postantesis (Fig. 1.2 en
descripcion de la especie) durante el periodo de observacion. En S. filiforme no se puede
observar el estiramiento del filamento porque el botdn estd cubierto por bracteas, pero en el

momento que el botdn se eleva por encima de las brécteas da inicio la antesis.

Halodule wrightii

Veinte botones masculinos maduros de H. wrightii se marcaron con varillas y cinta en
una pequefia pradera, a escasos metros de la zona del registro de antesis de S. filiforme. Los
datos del estadio de H. wrightii (boton, antesis o postantesis, Fig.1.4 en descripcion de la
especie) se tomaron in situ, registrando los detalles en tablas de acrilico. Si una flor pasé por
antesis durante el periodo de observacion, se marco otro botdn en su lugar, siempre habiendo
20 botones al inicio de cada periodo. Los monitoreos se realizaron del 13 al 15 de mayo de
2008, en un periodo de 36 hrs, cada 3-4 hrs durante el dia, a partir de las 6:00 hrs (amanecer)

hasta las 19:30 hrs (anochecer).
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RESULTADOS

Frecuencia de herbivoria de las flores masculinas

Syringodium filiforme

De los botones masculinos expuestos los dias 9-12 de marzo de 2007, el 93.6 %
recibi6 mordidas; en contraste, los botones control casi no fueron mordidos (9.8 %, X* =
68.72, gl=1, p <0.001, Tabla 4.1). En el periodo del 16 al 19 de marzo de 2007, el 91.3 % de
los botones desnudos fueron mordidos y sélo el 11.8 % de los controles recibié una mordida
(X? = 57.85, gl= 1, p < 0.001, Tabla 4.1). Algunos de los botones desnudos desaparecieron
completos y se asumié que fueron comidos (Fig. 4.3) y otros tenian una parte de las anteras
cortada. Los botones de control (en condicidn natural) sélo fueron comidos cuando tenian el
filamento estirado y elevando las anteras fuera de las bracteas. Se observé que las flores
femeninas expuestas no fueron de la preferencia de los peces (X*= 0.56, gl = 1, p > 0.5); sin
embargo, algunos de los frutos maduros descubiertos (22 %) fueron cortados o desaparecieron

(Tabla 4.1).
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Figura 4.3. Syringodium filiforme. A: Botones expuestos in situ, se indican con flechas (12/03/2007, 12:29 hrs);

B: Botones expuestos mordidos (16/03/2007, 14:53 hrs), detalles en laboratorio, las mordidas se indican con
flechas; C: Botén cubierto (16/03/2007), sin cambios (Fotografias de Ricardo Wong y Brigitta van Tussenbroek,

2007).

Durante la filmacion de depredacion de flores masculinas en abril de 2008, de las
flores masculinas descubiertas en 18 cimas de S. filiforme, 40 flores (43.9 %) recibieron
mordidas por peces juveniles. Durante la segunda filmacion se observé que las 131 flores

descubiertas (22 cimas) fueron comidas en su totalidad (Tabla 4.2).
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Tabla 4.1. Syringodium filiforme. Porcentaje de botones maduros masculinos y flores femeninas clasificados

segln etapa, mordidas o desaparecidas, durante un periodo de tres dias en dos observaciones durante marzo de

2007. Desnudo: se eliminaron las bracteas.

Periodo 9-12 marzo 2007 16-19 marzo 2007
MASCULINO N Sin Desaparecido Postantesis N Sin Desaparecido  Postantesis
cambio o mordido (%) cambio o mordido (%)
(%) (%) (%) (%)
Desnudo 47 6.4 93.6 0.0 46 6.5 91.3 2.2
Control 51 90.2 9.8* 0.0 51 76.5 11.8* 11.8
FEMENINO N Sin cambio  Desaparecido N Sin Desaparecido
Desnudo (%) 0 mordido cambio o mordido
(%) (%) (%)
Botén - - 12 100 0.0
Flor - - 35 94.3 5.7
Fruto - - 14 57.1 42.9
Control
Botén 9 100 0.0 9 100 0.0
Flor 42 100 0.0 42 97.6 2.4
Fruto 46 97.8 2.2 46 100 0.0

*Filamento estirado.
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Tabla 4.2. Syringodium filiforme. Porcentaje de herbivoria de las cimas masculinas desnudas durante la

filmacion con camaras digitales del 28 al 30 de abril, y con cdmara VHS del 1 al 6 de mayo de 2008.

Cimas Botones masculinos desnudos
Sin Sin
Periodo Mordidas Mordidos
Filme N cambio N cambio
(hrs) (%) (%)
(%) (%)
10:00-12:00 y
Digital 18 55.5 44.4 91 56.0 43.9
17:00 - 19:00
VHS 06:00 - 19:30 22 0.0 100.0 131 0.0 100.0

Halodule wrightii

En el registro de herbivoria de botones masculinos de Halodule wrightii (N = 10,
Tabla 4.3) se observo que durante el primer periodo el 10 % de los botones expuestos
desaparecié y el 50 % se mantuvieron sin cambios, mientras que el 30 % de los botones
desnudos habian estirado el pedicelo, preparandose para antesis. Los botones cubiertos se
mantuvieron sin cambios y fueron detectados botones masculinos en antesis durante el dia, en
el segundo periodo. Al final de la observacion, el 70 % de los botones cubiertos estaban en
postantesis y el 30 % sin cambios; no hubo registro de botones cubiertos desaparecidos
durante el seguimiento. Los botones desnudos desaparecieron en un 30 % durante la
observacion de 5 dias, a diferencia de los botones cubiertos (X2 = 4.58, gl = 1, p < 0.025,

Tabla 4.3).
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Figura 4.4. Halodule wrightii. Secuencia de botones comidos. A y D: Boton desnudo con el filamento estirado, 05/04/07,
11:19 y 11: 21 hrs, respectivamente; B y E: Botén comido, 06/05/07, 13:00 y 13: 34 hrs, respectivamente; C y F: Detalles en

laboratorio; G: Boton cubierto 09/04/07, sin cambios (Fotografias de Brigitta van Tussenbroek, 2007).
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En las observaciones del 6 al 12 de mayo de 2008, todos los botones masculinos maduros (34
botones), mismos que se encontraban descubiertos y fijados al sustrato para la filmacion de

herbivoria in situ, fueron comidos durante las horas de luz.

Tabla 4.3. Halodule wrightii. Porcentaje de botones florales desaparecidos durante el monitoreo realizado por
medio de fotografias. Desnudo: se doblo la vaina, Antesis: antesis ¢ preparacién antesis con estiramiento del
filamento. X? para datos agrupados, Ho: Frecuencia de botones desaparecidos es independiente del tratamiento

del boton (cubierto o descubierto). *estadisticamente significativo (o = 0.05).

Periodo Desnudo Control X2 gl P
o o n o o (2]
s 25 2 § g -
2007 < 8~ ° < S < g~ 3 < S
4-5 abril 10 50 10 10 20 10 10 100 0 0 0
5-6 abril 10 50 10 0 30 10 10 80 0 20 0 0
6-9 abril 10 20 10 10 60 0 10 30 0 0 70 0
Datos
30 40 10 30 70 0 4.58 1 < 0.025*
agrupados

Thalassia testudinum

En mayo de 2007, durante el registro de herbivoria de botones masculinos de
Thalassia testudinum, se observé que los botones desnudos desaparecieron inicialmente en un
20 % vy hasta un 86.6 % al final de las observaciones (N = 15). Los botones desnudos que
permanecieron sin cambios fueron encontrados semicubiertos por el sedimento o poco
visibles. Los botones de control (cubiertos), desaparecidos en un 33.3 % (N = 15), tenian el

pedicelo estirado con las anteras sobresaliendo de las bracteas, preparandose para antesis Las
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diferencias estadisticas entre tratamientos (desnudos y controles) fueron significativas, con X?
=13.17, gl=1, p<0.001 (Tabla 4.4).

En las observaciones del 2008, el 50 % de los botones masculinos desnudos de
Thalassia testudinum desaparecieron, mientras en los botones cubiertos la desaparicién fue
del 15 % (N = 40, X = 11.91, gl = 1, p < 0.001, Tabla 4.5). Estos Gltimos botones
desaparecieron porque estaban parcialmente expuestos, en preparacion para antesis, con el

pedicelo estirado (Fig. 4.5).

Figura 4.5. Thalassia testudinum. Detalles en laboratorio. A: Flor masculina en antesis B: Botdn comido

(Tomado de van Tussenbroek et al., 2009).
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Tabla 4.4. Thalassia testudinum. Porcentaje de botones masculinos desaparecidos durante las observaciones por

medio de fotografias, en 2007. Desnudo: se quitaron las bracteas. * botones florales al ras del sedimento,

semicubiertos o poco visibles. * botones florales comidos, al parecer en antesis, por el estiramiento del pedicelo.

X? para datos agrupados, Ho: Frecuencia de botones desaparecidos es independiente del tratamiento del botén

(cubierto o descubierto). *estadisticamente significativo (o = 0.05).

Periodo Desnudo Control

/ mordido
% Posantesis
z
%
o»| Desaparecido
/ Mordido

2007

% Sin cambio
%
Desaparecido

% Posantesis

X2

Ny

10-11 mayo 15 333 20

)
o
o
H
o
(o2} ©
g W/ 9% Sin cambio
D, W
o

11-14 mayo 15 13.3' 86 0 15 33.3

w
o
(]
o
N
o

Datos agrupados 30 23.3 53.3

o

o

13.17

1 < 0.001*

Tabla 4.5. Thalassia testudinum. Porcentaje de botones masculinos desaparecidos durante las observaciones in

situ en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, en 2008. Desnudo: se quitaron las bréacteas. * botones florales al ras

del sedimento, semicubiertos o poco visibles. % botones florales comidos al parecer en antesis por el estiramiento

del pedicelo. X? para datos agrupados, Ho: Frecuencia de botones desaparecidos es independiente del

tratamiento del botén (cubierto o descubierto). *estadisticamente significativo (o 0.05).

i 2 gl p
Periodo Desnudo Control X
'-8 3 g g -8 o g
82 £ E cs 2

Nog 8T 5§ W § s&% &
- s g &
2008 S 7 = ¢
5-6 mayo
20 45 50 5 20 80 152 5
6-7 mayo 20
358 45 20 20 65 10° 25
Datos
*
0 40 475 40 725 125 1191 1 <0.001
agrupados
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Antesis de las flores masculinas

Syringodium filiforme

La antesis sucedié a cualquier hora del dia (Figs. 4.6 y 4.7). El proceso de antesis
inicia en el momento en que el boton se eleva sobre las bracteas; el filamento floral sigue
estirdndose durante la antesis hasta sacar por completo la flor de las bracteas (Fig. 4.6). Las
flores no abren al mismo tiempo y cada una tarda en liberar todo el polen unas 4 hrs (Fig. 4.7;

Tabla 4.6).
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Figura 4.6. Syringodium filiforme. Secuencia de liberacién de polen de dos botones en una cima. Se indican dia y

hora. a: antesis; ps: postantesis. A: 14/05/08, 06 hrs, B: 14/05/08, 09 hrs, C: 14/05/08, 14 hrs, D: 14/05/08, 18

hrs, E: 15/05/08, 06 hrs.

No. de flores en antesis

80 -
70 1
60 -
50
40 A
30
20 1
10 A

17:00
13/05/08

Antesis de S. filiforme

l,-,L

06:00
14/05/08

09:30 13:30 18:30 06:00
15/05/08

OPs A
OA
BB

Figura 4.7. Syringodium filiforme. Seguimiento de antesis de 68 flores masculinas maduras los dias 14 al 15

mayo de 2008 en la zona costera de la laguna arrecifal de Puerto Morelos. B: botén, A: antesis, PSA: postantesis.
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Halodule wrightii

El proceso de antesis de Halodule wrightii puede ocurrir durante el dia, pero el

namero de flores en antesis es mayor aproximadamente a las 19:00 hrs (Figs. 4.8 y 4.9).

Durante la antesis la flor es casi invisible (Fig. 4.5). Se observé que el estiramiento del

pedicelo es durante el dia (Tabla 4.6).

Figura 4.5. Halodule wrightii. Ejemplo de secuencia de antesis. e: el filamento empieza a estirarse, a: antesis, la

flor ha emergido de la bractea y se prepara para la dehiscencia de la antera, filamento estirado (fi), ps:

postantesis, la liberacion del polen (dehisciencia) ha sucedido y la antera se ha oxidado.

No. de flores en antesis

60

50 A

40 1

30 A

20 A

10 A

Antesis H. wrightii

=

17:00
13/05/08

06:00
14/05/08

09:30 14:00

19:00

06:00
15/05/08

oPs
OA
OE
BB

Figura 4.6. Halodule wrightii. Monitoreo de antesis de 49 botones masculinos maduros del 13 al 15 de mayo de

2008, en la zona costera de la laguna arrecifal de Puerto Morelos. B: boton; E: filamento estirado, A: antesis,

PS: postantesis.
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Tabla 4.6. Syringodium filiforme y Halodule wrightii. Horas aproximadas del proceso de antesis. SR: sin

registro. * tomado de van Tussenbroek et al., 2008a.

Especie

T. testudinum*

S. filiforme

H. wrightii

Proteccion

Sedimento,

bracteas

Bracteas

Sedimento,

vaina

Estiramiento
antes de la
antesis

Hora

12 —14 hrs

SR

En el dia, la
mayoria
después de las

14 hrs

duracion

3-4hrs

€s

minimo

3-12hrs

Liberacioén de

Antesis

polen
hora duracién
18 - 20 hrs 1.5hrs
Todo el dia 4-6hrs
Ocurre todo el
dia, con un pico
al anochecer 4 hrs

cerca de las 19

hrs
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DISCUSION

Las flores de los pastos marinos estan cubiertas por estructuras protectoras antes de la
antesis y las de Halodule wrightii y Thalassia testudinum ademas se encuentran cubiertas por
sedimento hasta varias horas antes de la antesis. En el presente estudio, al descubrir los
botones masculinos maduros, eliminando el sedimento y las estructuras protectoras,
observamos que muchos botones fueron consumidos en poco tiempo (horas o dias). En
contraste, los botones de control, mismos que se mantuvieron cubiertos por las estructuras
protectoras, casi no fueron tocados y los botones de control que recibieron mordidas
estuvieron en el proceso de antesis. En los registros in situ del consumo de las flores
masculinas de Thalassia testudinum, se encontré6 que 86.6 % de los botones florales
masculinos expuestos recibieron mordidas en la anteras, algunas marcas fueron en la parte
superior, cortando casi por la mitad el botdn expuesto; otros botones fueron cortados
completamente, en este caso la marca de la mordida fue en el pedicelo floral. Las marcas de
mordeduras coinciden con lo encontrado por van Tussenbroek et al. (2008a), quienes
registraron que las mordidas fueron de Sparisoma viride (Scaridae) en Thalassia testudinum.
Sin embargo, debido a la lejania de la zona de flores de esta especie en la laguna arrecifal de
Puerto Morelos, la herviboria no se filmo en este estudio.

Los botones florales de Syringodium filiforme se encuentran en inflorescencias
cimosas y arriba del sedimento, Unicamente protegidos por bracteas. Al despojar
manualmente los botones masculinos de las bracteas protectoras y exponerlos al medio, los
peces consumieron el polen o la flor completa, a diferencia de las flores femeninas que de
igual manera fueron expuestas en la pradera y no fueron consumidas, pero algunos frutos

descubiertos si recibieron mordidas. Las estructuras reproductoras de Halodule wrightii estan
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envueltas por la vaina foliar y se encuentran bajo el sedimento y al descubrirlas se las
comieron los peces.

Entre mas invasivo es el método de filmacidn, durante el experimento de la interaccion
entre peces y flores masculinas expuestas de S. filiforme y H. wrightii, la depredacion es
menor. En los filmes cortos con cdmaras digitales hubo menor depredacion de flores que con
la cdmara fija. EI nimero de flores fue menor y, ademas, al hacer los cambios de bateria cada
2 0 3 horas, los peces se alejaban por nuestra presencia. Fue notorio que a los peces les
Ilamaba la atencion la cubierta de las camaras digitales y tal vez fue una distraccién para los
peces mas curiosos. En contraste, el método con la camara fija permitié posicionar mas flores
expuestas y hacer menos intervenciones durante la filmacion, la cual resulté ser mas discreta.

En conclusion, si se eliminan las estructuras protectoras, la presion de la herbivoria
sobre las flores masculinas de las tres especies es considerable y significativa. A diferencia de
muchas plantas terrestres en las cuales la florivoria también puede ocurrir en los pétalos o
sépalos, el efecto de florivoria en los pastos marinos es sobre los dGrganos sexuales,
disminuyendo la cantidad de polen disponible (McCall e Irwin, 2006). Esto tltimo slo ocurre
en algunos casos especificos en plantas terrestres, por ejemplo los escarabajos de la familia
Nitidulidae, que se alimentan de anteras y polen (Kirk et al., 1995). El consumo de polen de
los pastos marinos por los peces puede tener un efecto negativo en la eficacia de la
fertilizacion, reduciendo el éxito reproductivo. Ashman et al. (2004a) sugirieron que la
limitacion de polen puede ser de gran influencia en la evolucion de las estructuras
reproductoras. En el Capitulo 3 se mostré que cuando menos en el caso de T. testudinum 50 %
de reduccidn de polen afecta negativamente la produccion de frutos. Aunque no se registraron
indicaciones de limitacion de polen para H. wrightii o S. filiforme, los peces comieron casi

todos los botones masculinos expuestos y en este escenario tampoco habria fecundacion.
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En este estudio encontramos distintas estrategias de liberacién de polen en las tres
especies. En primer lugar, el tiempo en que el boton esta expuesto hasta la liberacidén de polen
es reducido, desde varias horas hasta maximo medio dia en las tres especies (Tabla 4.6), pero
hubo diferencias en el horario y sincronizacion entre las especies. EIl proceso de liberacion de
polen de S. filiforme ocurrié durante todo el dia. Las anteras de la misma flor abren en
secuencia y la flor tarda en liberar todo el polen aproximadamente 4 - 6 hrs. En el caso de H.
wrightii se registré que la liberacion de polen también ocurre en el dia, aunque hay més flores
en antesis al atardecer, como a las 19 hrs. Ademas, van Tussenbroek et al. (2008a) registraron
antesis sincronizada al atardecer de las flores masculinas de T. testudinum. En el atardecer, la
actividad alimenticia de los peces arrecifales disminuye, ya que los herbivoros se alimentan
de dia (Hay, 1984; Helfman, 1993). Los botones masculinos de T. testudinum permanecen
bajo el sedimento hasta unas horas (3 - 4 hrs) antes de la antesis y la liberacion de polen dura
aproximadamente una hora y media. Las flores masculinas de S. filiforme estan cubiertas con
bracteas, la liberacion del polen inicia cuando el filamento apenas empieza a estirar y puede
durar entre 4 y 6 hrs, ocurriendo durante el dia e iniciando en la madrugada. Entonces, S.
filiforme libera el polen en el periodo en que los herbivoros son activos. Se puede sugerir que
el namero de flores por cima (30 — 50 flores) sea un mecanismo de defensa contra los
florivoros y probablemente S. filiforme puede “perder” cierta cantidad de polen sin que haya
limitacion de polen (Cap. 3). En este contexto se observd que los peces lora pequefios
(Sparisoma rubripinne) no comen todo el polen que sacan de la flor, pudiendo ayudar en la
dispersion. La liberacién de polen de H. wrightii también ocurre durante todo el dia, aunque la
mayoria de las flores tienen antesis en el atardecer y anochecer, sugiriendo cierto grado de
escape en el tiempo. Las flores en antesis de dia no se ven porque son casi transparentes. El
escape en el tiempo de T. testudinum y, en menor grado de H. wrightii, evita que las flores

sean consumidas y es un mecanismo de tipo resistencia (sensu NUfez-Farfan et al., 2007). La
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presencia de taninos en las anteras de S. filiforme y H.e wrightii, como se ha sugerido para T.
testudinum (van Tussenbroek et al., 2009), no les confiere resistencia contra los peces
florivoros, pero posiblemente si contra otros depredadores como larvas de poliquetos y

crustaceos pequerios.

CONCLUSIONES

Los peces sélo consumen las flores desprotegidas y este consumo es casi total (60 -
100 %). Los pastos marinos probablemente han desarrollado mecanismos de proteccion para
evitar la pérdida excesiva de polen por depredacion, tales como mantener las flores ocultas
hasta poco antes de la liberacion de polen, “programar” la hora de antesis para cuando los

peces son menos activos, o volverse inconspicuas durante la liberacion de polen.
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