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“Lo mejor de la vida es el pasado, el presente y el futuro”.

P. Pasolini
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Resumen

La mayoria de las angiospermas han desarrollado adaptaciones para que los
polinizadores muevan los gametos masculinos (polen) hacia los 6rganos sexuales
femeninos (gineceo). Los polinizadores reciben polen, néctar y fragancias como
recompensas, y en el proceso de consumo determinan las distancias alcanzadas por el
polen. La transferencia de polen es efectiva si los polinizadores muevan el polen entre
flores de individuos genéticos diferentes y de la misma especie (intraespecifica). La
evaluacién del flujo polinico evidencia el flujo génico y estructura poblacional, la
eficiencia de los distintos polinizadores, la evoluciéon de los sistemas reproductivos y de
las caracteristicas florales. La evaluacion del flujo se hace a partir de marcadores
morfolodgicos o genéticos; de los marcadores morfolégicos los mas utilizados son los
analogos de polen (polvos fluorescentes), y se ha reportado que pueden moverse a una
mayor o menor distancia comparada con el flujo real. En este trabajo se estudi6 el flujo
del polen de Opuntia tomentosa con dos marcadores morfolégicos: colorantes vegetales
y polvos fluorescentes. El estudio se realizé en un matorral xeréfilo, donde coexisten
varias especies de Opuntioideae (Cylindropuntia imbricata, O. cantabrigiensis, O.
streptacantha y O. robusta), en Cadereyta de Montes, Querétaro, México. Ademas, se
evalu6 silos marcadores tienen un efecto sobre el desempefio del polen con tres pruebas
de viabilidad (Azul de anilina en lactofenol, tincién de Alexander y nimero de frutos,
fruit set y semillas, seed set). No hubo diferencias significativas en el fruit set entre los
marcadores y el control, en contraste el seed set del control fue > polvo fluorescente y >
al colorante (media= 72.56 * 14.32 media = 60.96 + 20.14 semillas media= 45.07 + 27.48
semillas, respectivamente). Las pruebas de viabilidad con tinciones muestran que
ambos métodos reducen la viabilidad del polen(16% y 38%, respectivamente). El flujo
de polen de Opuntia tomentosa se midié en 30 vecindarios reproductivos que fueron
establecidos durante el 2015. Dentro de cada vecindario se marc6 una planta focal y a
partir de ella se midi6 la distancia a otros individuos de Opuntiodeae, su dngulo y la
cantidad de flores. A las flores de cada focal se les tifi6 el polen con los dos marcadores
morfologicos para seguir el flujo. La distancia entre marcadores fue la misma
(F,145=2.69 P=0.102). Se encontr6 que la deposicion de polen es funcién de la cantidad
de flores y no depende del dngulo ni de la distancia de las flores de los vecinos
reproductivos. Opuntia tomentosa tiene una floraciéon de abril a mayo y, cuando hay
diferenciacion temporal con las floraciones de las demas especies de Opuntioideae se
tavorece la deposicion de polen intraespecifica; sin embargo, cuando hubo flores de las
demas especies existi6 deposicién interespecifica de polen marcado, lo que podria llevar
a la disminucién del éxito reproductivo de O. tomentosa y abre la posibilidad de que
exista hibridacion.



1. Introducciéon

1.1 Reproduccién en plantas

Las plantas con flores o angiospermas, por ser organismos sésiles, se ven
condicionadas para adquirir recursos, enfrentar los desafios que les impone el
ambiente y reproducirse de manera eficiente (Richards, 1986; Harder y Barret, 1996;
Dominguez y Pérez, 2013). Por su condicién inmévil, pareciera que las plantas no
controlan su reproduccién, sin embargo, esto esta lejos de la realidad, pues han
desarrollado desde hace 135 Ma (Martinez-Gordillo; 2013) sistemas de reproduccion
complejos que varian ampliamente (Richards, 1986; Orozco-Arroyo y Vazquez-
Santana, 2013) y que estdn directamente relacionados con la flor, la unidad funcional
basica de la reproduccién sexual de las angiosperamas (Barret, 2003).

La expresion sexual en las plantas cambia a nivel de las flores, individuos y de
poblacion (Wyatt, 1983; Cox, 1988; Barret, 2002; Mandujano et al., 2010). A nivel de
flor, encontramos tres grupos, a las hermafroditas, a las pistiladas y a las
estaminadas. El primer grupo estd conformado por flores que tienen 6rganos
sexuales femeninos (gineceo) y 6rganos sexuales masculinos (androceo); el segundo
es de flores tinicamente con gineceo; y las estaminadas son flores sélo con androceo
(Barret, 2002, Cheptou, 2012). A nivel de individuo y a nivel de grupos de plantas
encontramos un mayor numero de combinaciones como el dioicismo y el
monoicismo (Figura 1).

En este trabajo nos enfocaremos en la expresién sexual a nivel de grupos de plantas
o, dicho de otro modo, a nivel de poblacion. La expresion sexual méas comtn es el
hermafrodita, puesto que se presenta entre el 70 al 90% de las angiospermas
(Richards, 1986; Barret y Hough, 2013; Dufay et al., 2014) y consiste en individuos
con flores hermafroditas (Ludlow, 2013; ejemplos de especies hermafroditas:
Capsicum sp., Oenothera sp., Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2013; Mammillaria
Huitzilopochtli, Flores-Martinez, 2013). Otros sistemas que se presentan en las
angiospermas son el monoico (5%) y el dioco (~4-7%; Richards, 1986; Renner y
Ricklefs, 1995); el sistema monoico implica que los individuos presenten flores
estaminadas y flores pistiladas (Ludlow, 2013), como sucede en Curcubita pepo, Zea
mays (Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2013) y Alnus glutinosa (Richards,1986); el
dioico se conforma de individuos con flores estaminadas e individuos con flores
pistiladas, siendo Melandrium dioicum un ejemplo (Baker, 1947). En el sistema dioico
se pueden presentar individuos bisexuales mezclados con individuos unisexuales,
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sistemas conocidos como ginodioicos (i.e., plantas femeninas y hermafroditas) y
como androdioicos (i.e., plantas masculinas y hermafroditas; Wyatt, 1983; Richards,
1986; Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2013) (Figura 1).

Y : M
M
=M
M.
~ M
Hermafrodita Monoica Ginoica Androica

Ginomonoica Andromonoica Trimonoicas

-

Ginodiocas Androdiocas

Fig. 1. Expresion sexual en la plantas con flores. a) Expresion sexual a nivel de individuo y b) Expresion sexual
anivel de grupo de plantas. Donde h indica flores hermafroditas, m flores masculinas (estaminadas) y f flores
femeninas (pistiladas). Imagen tomada y modificada de www.investiciencias.com

En el sistema hermafrodita, el movimiento de polen puede ocurrir de manera intra
e interfloral, si no existe alguna barrera que lo impida, lo cual abordaremos mas
adelante. Este movimiento de polen esta asociado con la fecundacién en plantas, la
cual es un proceso conformado por dos partes, la primera es la unién del ntcleo de
una célula espermaética (que esta dentro del polen) a la ovocélula y la segunda es la
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unién del nacleo de la otra célula espermatica a los nacelos polares de la célula
central del gametofito femenino para formar al embion y el endospermo de las
semillas (Raveny Evert, 1981; McCauley et al., 2013). Las flores tienen la oportunidad
de autofecundarse si el polen de una flor cae sobre el estigma de la misma flor
(autogamia) o de otra flor del mismo individuo (geitonogamia; Johnson y Edwards,
1999), o presentar polinizacion cruzada (xenogamia o alogamia), es decir, el polen
de una flor se deposita sobre el estigma de la flor de un individuo genéticamente
distinto (Richards, 1986; Barret, 2002; Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2013).

La autofecundacion lleva a la formacién de semillas que garantizan el
mantenimiento del genotipo parental probado y adaptado en un determinado
ambiente a un bajo costo y en un menor tiempo; sin embargo, este proceso puede
llevar a un aumento en la homocigocis y en consecuencia a la expresién de alelos
deletéreos recesivos o parcialmente recesivos, que por lo general estan ocultos en
genotipos heterécigos, y en consecuencia se puede originar una depresién por
endogamia (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Orozco-Arroyo y Vazquez-
Santana, 2013). Por ello, las especies hermafroditas han desarrollado varias
estrategias que promueven la reproduccién cruzada y asi se promueva cierta
variabilidad genética (Lovett y Lovett, 1988). En general, estas estrategias se dividen
en dos, por procesos morfolégicos y por procesos fisiologicos; en el dambito
morfoldgico se encuentra la hercogamia, que es la separacion espacial de los 6rganos
sexuales masculino y femenino. En el ambito fisiol6gico se tiene a la dicogamia, que
es la separacion temporal de la maduracién de los 6rganos sexuales masculino y
femenino; y a los sistemas de incompatibilidad que son una barrera fisiologica que
evita la fecundacion entre flores genéticamente cercanas (Wyatt, 1983; Weberling,
1992).

Los sistemas sexuales a nivel de plantas hermafroditas pueden ser autocompatibles
o autoincompatibles. Un sistema es compatible cuando, después de la polinizacion
con polen propio, el individuo es capaz de producir semillas viables. En cambio, en
el sistema autoincompatible, la tinica manera de formar semillas es a través de la
polinizacién cruzada (xenogamia, alogamia; Richards, 1986, Li y Newbigin, 2002).
Al permitir que los pistilos distingan entre el polen propio del polen de otra planta
con genotipo distinto, y de solo permitir que el polen de otras plantas fertilice a los
6vulos, los sistemas de incompatibilidad previenen la fecundacién después de la
autopolininizacién y la polinizacién por geitonogamia (Li y Newbigin, 2002). Sin
embargo, la existencia de autoincompatilidad en una especie podria no ser una
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barrera para la ocurrencia de movimiento de polen entre especies cercanas (Orozco-
Arroyo y Vazquez-Santana, 2013), dando origen a, por ejemplo, la hibridaciéon
(Stebbins, 1950; Brown y Mitchell, 2001; Donoso et al., 2004). La ausencia o la poca
eficiencia de esta ultima estrategia, junto con otras estrategias de aislamiento
reproductivo, aumenta la frecuencia de hibridacién entre especies genéticamente
cercanas (Donoso et al., 2004), lo que puede traer consecuencias en la historia
evoutiva de las especies involucradas. Esta hibridacién ocurre siempre que las
especies en cuestion coexistan o estén en contacto espacial (Donoso et al., 2004). Las
consecuencias para la evoluciéon de las especies implicadas dependera de las
condiciones en las que se produce la hibridacién (Stebbins, 1950), por ejemplo,
Brown y Mitchell (2001) estudiaron el efecto de la hibridacion entre Lythrum salicaria,
una especie invasora, y L. alatum, una planta que habita en ambientes aridos, y
concluyeron que a pesar de que se produzcan muy pocas semillas de la deposicion
de polen de L. salicaria en L. alatum, no descartan la posibilidad de que se forme un
hibrido el cual pudiese resistir mejor en hdabitats dridos y pueda desplazar a la
especie nativa y a otras species de porte herbadceo. En un experimento de
polinizaciones manuales entre varias especies del género Opuntia (Opuntia robusta,
O. cochinera, O. streptacantha, O. leucotrichay O. rastrera), si hubo formacién de semilla
en las polinizaciones interespecificas y ademds se encontro la incidencia de progenie
viable hasta la fase de plantula (Trujillo y Espinosa, 1991). Las hibridaciones entre
dos especies son mas dificiles de producirse en la medida en que las barreras entre
las dos especies son més fuertes (Stebbins, 1950; Faegri y van der Pijl, 1979; Donoso,
2004). Si estas barreras son puramente de aislamiento ecolégico, estacional o
mecdanico, la generaciéon posterior (F1) producida por hibridacién puede ser
totalmente fértil del mismo modo que el producto del cruzamiento de dos
individuos dentro la misma especie. Sin embargo, lo mds comun es que exista un
cierto grado de esterilidad y debilidad hibrida que disminuye la capacidad
reproductiva de la generacion F; (Stebbins, 1950; Donoso, 2004).



1.2 Estructura de la flor

Las flores completas poseen cuatro verticilos: caliz, corola, androceo y gineceo
(Ludlow, 2013). Enfocandonos en la familia Cactaceae, existen modificaciones que
caracterizan a la flor, por ejemplo, cada una de las flores de Opuntia estd
parcialmente rodeada por tejido de tallo, regiéon conocida como pericarpelo. El
pericarpelo se encuentra rodeando a los estambres (androceo) y en medio de ellos
se encuentra el pistilo (gineceo, como se representa en la Fig. 2; Bravo-Hollis, 1978;
Anderson, 2001; Mandujano et al., 2010).

Fig. 2. Flor de Opuntia. Donde 1 pedandulo, 2 pericarpelo, 3
segmentos externos del perianto, 4 segmentos internos del perianto,
5 estambres, 6 pistilo (que incluye: estilo, 7 16bulos del estigma y 8
camara ovdrica), 9 camara del néctar y 10 zona del recepticulo.
Tomado de Mandujano et al., 2010

Fig. 3. Polen de Opuntia (dodecaédrico) y
se dispersa en moénadas. Foto: Dale
Deham-Logsdon




El androceo esta constituido por esporofilas modificadas portadoras de sacos
polinicos (estambres), dentro de los cuales se encuentran los granos de polen
(Ludlow, 2013). Los estambres estan formados por un filamento que sostiene en el
extremo superior a la antera, 6rgano portador del polen. Una antera tipica en las
angiospermas estd formada por cuatro esporangios, tejido conectivo y un haz
vascular (Ludlow, 2013). El polen entre las especies varia en su morfologia, la cual
consiste en la descripciéon de sus aberturas, pared, estructura y ornamentacién de la
exina, polaridad, dimensiones, forma y asociacién, entre otras caracteristicas
(Ludlow, 2013). Por ejemplo, el polen de la subfamilia Opuntioideae (Cactaceae)
tiene una forma dodecaédrica y poliperturada (Fig. 3, Bravo-Hollis, 1978). El polen
es dispersado ya sea por grupos o aisladamente. Cuando se dispersa aisladamente
se les llama moénadas y si se dispersan en unidades compuestas llegan a llamarse
diadas, tétradas, poliadas, y en casos especificos pueden existir masulas (Fanaceae)
o polinios (Orchidaceae; Ludlow, 2013).

1.3 Biologia floral de la familia Cactaceae

La biologia de la reproduccién de las cactidceas es un campo relativamente
inexplorado, y, debido a la variedad de formas, rutas fotosintéticas, y diversidad, las
investigaciones se han centrado en su taxonomia, morfologia y fisiologia (Gibson y
Nobel, 1986; Mandujano et al., 2010). Las flores de los cactus son sésiles y solitarias,
y comdnmente s6lo una flor es producida por aréola; por lo regular tienen forma de
campana y presentan simetria radial (son actinomorfas), pero en especies epifitas las
flores son ligeramente bilaterales (zigomorfas), mientras que los estambres y los
estilos se localizan en la parte ventral de la flor (Pimienta y Castillo, 2002; Mandujano
et al., 2010). Las cactdceas se caracterizan por la presencia de flores grandes y
atractivas (Ross, 1981).

Las flores usualmente abren y cierran durante el mismo dia, sin embargo, existen
especies que pueden abrir varios dias, como es el caso de Mamillaria Huitzilopochtli,
pues tiene flores con una longevidad de hasta seis dias (Flores-Matinez et al., 2013).
En el género Opuntia, la apertura floral tipicamente dura entre 8 y 11 horas (Rosas y
Pimienta, 1986; del Castillo y Gonzélez-Espinosa 1988; Mandujano et al., 1996) sin
embargo las flores de algunas especies pueden abrir un segundo dia (Rosas y
Pimienta, 1986) y para Cylindropuntia se describe una apertura diurna (Grant y Hurd,
1979).



Esta familia presenta un ovario infero y s6lo algunos pocos tienen un ovario stapero
(principalmente del género Pereskia; Bravo-Hollis 1978; Gibson y Nobel, 1986). Los
estambres son numerosos, presentan un arreglo en espiral y algunos géneros
presentan sensibilidad tigmotactica, es decir, se mueven cuando son tocados (Rosa
y Pimienta, 1986), facilitando asi la coleccién de polen de los insectos durante las
visitas florales (Grant y Hurd, 1979). Las flores de los cactus son polinizadas
Unicamente por animales (Pimienta y Castillo, 2002) y suelen tener sindromes de
polinizacién muy diversos, algunas generalistas (Waser et al., 1996 en Reyes-Agtiero
et al., 2006; y por ejemplo Echinopsis chiloensis spp.; Lemaitre et al., 2014); pero en su
mayoria, los cactus son polinizados por 1 6 2 grupos de polinizadores, como en
Pachycereus pringlei, Carnegia gigantea y Lophocereus schottii que son polinizadas por
murciélagos y polillas (Fleming et al. 2001).

La subfamilia Cactaceae: Opuntioideae se caracteriza por tener tallos articulados ya
sean aplanados (por ejemplo Opuntia) o cilindricos (como Cylindropuntia) y por
presentar espinas caducas, cortas, afiladas y algunas veces barbadas, llamadas
gloquidas (Anderson, 2001), se han descrito polinizacién principalmente por abejas
(Grand y Hurd, 1979; Mandujano et al., 1996), no obstante también se ha
documentado en Opuntia la interaccion con Coleoptera, Lepidoptera y algunas aves
(Mandujano et al., 1996; Reyes-Agtiero et al., 2006) y adicionalmente se ha
hipotetizado que el tamafio de polinizador corresponde al tamafio de la flor (Reyes-
Agtiero et al., 2006).

Como se abordara més adelante, los géneros que son de interés para este trabajo son
Opuntia y Cylindropuntia. El género Opuntia presentan flores con colores atractivos,
fragancias suaves y dulces, estambres numerosos con poco polen o pocos estambres
con abundante polen, el gameto masculino es grande (80-140 um; Belmonte et al.,
1986) y muy nutritivo. Pueden presentar estigmas pegajosos, con lébulos que
facilitan el aterrizaje, ocasionalmente presentan nectarios, pero siempre se produce
néctar en este género (Grant y Hurd., 1979; Osborn et al., 1988; Nerd y Mizrahi, 1955.
En Reyes-Agtiero et al., 2006). Las flores de Cylindropuntia son en forma de copa con
didametros que van de 4 a 8 cm, de hecho, muy parecidas a las de Opuntia, con colores
que van de amarillos, verdosos y purptreos (Grant y Hurd, 1979).

Existen trabajos acerca de la biologia de la reproduccién en Cactaceae (e.g.
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Melocactus curvispinus, Nassar y Ramirez, 2004) o en la ecologia de la reproduccién
(e.g., Ariocarpus fissuratus Martinez-Peralta y Mandujano, 2011). Gran proporcién de
los estudios sobre el polen en la familia Cactaceae se centran en su desarrollo y
descripcion morfolégica (e.g. en el género Pterocactus, Gotelli et al., 2009;
Austrocylindropuntia, Maihueniopsis, Opuntia y Tephrocactus, Garralla y Cuadrado,
2007); sin embargo también se han desarrollado estudios en un contexto ecolégico
como los hechos en flujo polinico (e.g., Coryphanta sherii var robustispina, McDonald
y McPherson, 2005; Astrophytum asterias, Blair y Williamson, 2010; Opuntia
microdasys, Cabrera, 2011) y en todos ellos, los autores coinciden que la densidad de
flores por individuo, la distribucién de individuos en la poblacién y el tipo de
polinizador que presentan influirdn en la distancia y distribucién que alcance el flujo
polinico.

1.4 Fenologia

Fenologia viene del griego y significa mostrar o aparecer. Es el estudio del momento
en el que ocurren los eventos biolégicos, principalmente en los animales y plantas
(Lieth; 1974; Koch et al., 2015)

El cambio de la abundancia de recursos esta directamente relacionado con la
fenologia de las especies. La fenologia es la respuesta de los organismos vivos a los
cambios temporales y climéaticos (Shivanna y Tandon, 2014); se dice que las especies
vegetales dependen de un determinado umbral de temperatura o precipitacion
(Alvarado-Vazquez, 2003), sin embargo, factores bidticos como competencia,
herbivoria, polinizaciéon y dispersiéon de semillas podrian tener un papel mas
importante en el desarrollo de los eventos fenolégicos (Levin y Anderson, 1970;
Rathcket, 1983; Murali y Ukamar, 1994; Muchhala y Thomson, 2012). Por ejemplo,
Murali y Ukamar (1994), encontraron que el cambio a un porcentaje de humedad
alto propicia la floracién de la mayoria de las especies vegetales en un bosque
tropical seco, sin embargo las especies raras tendian a florecer antes y este evento se
lo atribuyeron a la posible competencia con las especies mas abundantes. Otro caso
es de Alvarado-Vazquez, donde la floracion en en un matorral xeréfilo estd
fuertemente relacionada a la humedad, y que no se encuentra diferencias en los
eventos de floraciéon probablemente porque la diversidad de flores y recompensas
disminuyen la competencia



1.5 Polinizacién

La transferencia de polen desde los érganos sexuales masculinos hacia los 6rganos

sexuales femeninos es conocida como polinizaciéon. Esta transferencia es

indispensable para la formacion de frutos y semillas y es la base del intercambio

genético entre las plantas (Miiller, 1881; Faegri y van der Pijl, 1979; Shivanna, 2003);

la incapacidad de las plantas para mover sus gametos por si mismas ha propiciado

la evolucion de adaptaciones que les permiten dispersar el polen por medio de

vectores abiéticos externos, o por la coevolucién con organismos vivos (Faegri y
vander Pijl, 1979; Richards, 1986; Harder y Barret, 1996; Dominguez y Pérez, 2013).
Estos agentes polinizadores se pueden dividir en tres:

Anemofilia. Propagacién del polen por medio del viento. Este tipo de
polinizacién prevalece en ambientes secos, como pastizales, sabanas y areas
semidridas (Richards, 1986; Shivanna, 2003) y esta representada por el 18%
de las familias de las plantas con flores (Faegri y van der Pijl, 1979;
Dominguez y Pérez, 2013). El polen que es dispersado por el viento se ve
influido por la fuerza, la aerodindmica y la biofisica de la deposicion,
afectando directamente en el éxito reproductivo (Kearns e Inouye, 1993).
Algunos ejemplos de plantas polinizadas por anemofilia son Schiedea globosa
(Caryophyllaceae), Zea mays, Setaria geniculata y Agrostis hiemalis (Poaceae;
Culley et al., 2002).

Hidrofilia. En esta polinizacién, el agua actiia como el vector que transporta
el polen (Shivanna, 2003). Basicamente, existen dos formas de polinizacién
hidréfila: a) con fecundacién sobre el agua y b) con fecundacién subacuatica.
En ambas varia la zona en la que germina el polen. La polinizacién
subacuatica la podemos encontrar en la especie Thalassia testudinum
(Hydrocharitaceae) planta dioica en la cual el polen es cubierto por mucilago
y arrastrado por el agua hasta colisionar con la planta femenina (Dominguez
y Pérez, 2013).

Zoofilia. En esta interaccion, las plantas utilizan a los animales como vectores
de sus gametos masculinos y los retribuyen con recompensas como polen,
néctar, aceites y fragancias (Dominguez y Pérez, 2013). Existe un ntimero
mucho mayor de especies vegetales que son polinizadas por especies

10



animales (~80%; Ackerman, 1999) que por viento o agua (Shivanna, 2003),
como las pertenecientes a las Familias Compositae, Convolvulaceae,
Oxalidaceae y Cactaceae (Dominguez y Pérez, 2013).

Las especies zoofilas desarrollan mecanismos y estructuras florales especializadas
para asi atraer a los agentes polinizadores, tales como olores, colores o formas. A la
especializacién entre las caracteristicas florales y de sus polinizadores se les reconoce
como sindromes de polinizacién (Miiller, 1881; Faegri y van der Pijl, 1979; Wyatt,
1983). Entre los animales, los insectos son los polinizadores mas importantes
(entomofilia); de éstos, los mas comunes son las abejas (melitofilia), los escarabajos
(cantarofilia), las polillas (falaenofilia) y las mariposas (psicofilia; Miiller, 1881;
Faegri y van der Pijl, 1979; Richards, 1986; Shivanna, 2003, Fenster et al., 2004).

1.6 Flujo de polen

Desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva, una pregunta critica es qué tan lejos se
mueve el polen en las poblaciones contemporaneas. La relevancia radica en que las
plantas tienen dos oportunidades para mover sus gametos, via polen o via semillas
(Harder y Barret, 1996; UCLA, 2010). Los granos de polen son transportados, sea por
viento, agua o polinizadores, a una mayor distancia que las semillas, por lo que el
polen puede proveer de conexiones genéticas clave entre poblaciones de fragmentos
naturales (UCLA, 2010). El movimiento fisico de los alelos se le llama flujo génico y
la distancia en la que el polen viaja desde su fuente hasta su aterrizaje se utiliza para
la medida del flujo génico (Shivanna, 2003). Para las especies zodfilas, se han
realizado varios estudios en los que se estima a qué distancias llega el polen
dispersado, por ejemplo, en un estudio de Primula elatior y a través del uso de polvos
fluorescentes y pruebas de paternidad se encontré que entre 74.2-94.8% del polen es
depositado a menos de 50 m de distancia y es llevado principalmente por abejas y
abejorros (Van-Rossum et al., 2009); otro caso es el Campanula thyrsoides, polinizada
principalmente por abejorros e himendpteros pequetios (Kuss et al., 2007), que segtin
a las pruebas de paternidad y al uso de polvos fluorescentes, en promedio tiene un
flujo polinico de 17.4 m (Scheepens et al., 2012); o también el caso de Astrophytum
asterias, que de acuerdo al movimiento de los andlogos de polen, el 80% del polen es
depositado por los polinizadores (principalmente abejas) maximo a 30 m de la
planta focal (Blair y Williamson, 2010).
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En estos estudios no s6lo es importante hasta qué distancias se transporta el polen,
sino también hacia dénde (Waser, 1986). El movimiento polinico de las especies
cuyos vectores son animales depende del movimiento de los polinizadores y a su
vez el movimiento del polinizador entre las flores se ve influido por la cantidad y
disponibilidad de recompensas dadas (Richards, 1986). Cuando varias especies se
encuentran en floracion, la disponibilidad de recursos aumenta y se puede ocurrir
uno de dos escenarios 1) la floraciéon simultanea produce facilitacién y aumenta el
éxito reproductivo de la especie (Thomson, 1981; Waser, 1986; Kay, 1987; Chittka et
al., 1999; Williams y Adam, 2010) o 2) las especies en floraciéon entran a una
competencia por polinizadores (Waser, 1978; Richards, 1986; Morales y Traveset,
2008).

La existencia de la floraciéon simultanea puede ser consecuencia de interacciones
mutualistas (Kay, 1987). Es decir, si diferentes especies de plantas comparten
polinizadores generalistas, una sincronizacion interespecifica de la floracion puede
facilitar la visita de polinizadores (Thomson, 1981), ademas puede aumentar la
fecundacion cruzada o el escape de la depredacion floral (Williams y Adam, 2010).
Ademas, las especies vegetales polinizadas por agentes generalistas pueden llevar a
seleccion por similitudes, pero no necesariamente a la especializacion (Waser, 1986;
Chittka et al., 1999).

Segtin Morales y Traveset (2008) la competencia es derivada principalmente por dos
mecanismos, el primero es por la preferencia de polinizador, es decir, un polinizador
visitard en mayor proporcion a una de las especies en floracién, y la segunda, que
para este trabajo toma mayor importancia, es la transferencia de polen
interespecifico. La Transferencia de polen interespecifico ocurre cuando un
polinizador recoge polen de una especie y lo deposita en otra especie, siendo esto
producto de visitas simultdneas (Levin y Anderson, 1970; Rathcke, 1983; Morales y
Traveset, 2008, Williams y Adam, 2010). Este mecanismo se divide en dos
componentes, en la deposiciéon de polen heterospecifico (PH) y en la pérdida de
polen conespecifico (PC).

La pérdida de PC es consecuencia de su deposicion en flores de otras especies, en
otras estructuras de las plantas o bien el polen es consumido por los visitantes
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florales, lo que lleva a una reduccién en la cantidad de polen transferido a flores de
la misma especie (Harder, 2000; Morales y Treveset, 2008; Muchhala y Thomson;
2012), que resulta importante para el éxito reproductivo masculino ya que, segin
Harder (2000), s6lo el 1% de polen producido por las plantas llega a otros estigmas.

La deposicion de PH se traduce en dos posibles escenarios; el primero es que el PH
depositado sea incompatible, lo que reduce el éxito del polen compatible y
disminuye el area receptiva del estigma o por la interferencia con procesos
tisiologicos, impidiendo la germinacion del polen compatible (Levin y Anderson,
1970; Rathcke, 1983; Williams y Adam, 2010). Por ejemplo, a través de polinizaciones
manuales, Waser y Fugate (1986) encontraron que si se deposita el polen de
Delphinium nelsonii en los estigmas de Ipomopsis aggregata seis horas antes del polen
de la especie receptora, el nimero de semillas (en adelante seed set) se reduciria en
un 50% en comparacion al seed set de las polinizaciones sélo con polen de I. aggregata;
seglin los autores estos resultados se deben a que la presencia de polen extrafio
provoca el cierre de los l6bulos del estigma, accion que disminuye
significativamente su receptividad. El segundo escenario es que ocurra una
transferencia de PH compatible, produciendo hibridos inviables, estériles (Kay,
1987; Chittka et al., 1999) o con baja adecuacion. En un trabajo de Harder y
colaboradores (1993) se estudi6 el efecto de la presencia del polen de dos especies
simpatricas, Erythronium americanum  (autoincompatible) y E. albidum
(autocompatible), en el fruit set y seed de cada especie, encontrando que la presencia
de polen de E. albidum en los estigmas de E. americanum no afecté el nimero de frutos
ni de semillas producidas respecto al control; en cambio, la presencia de E.
americanum en los estigmas E. albidum disminuy6 significativamente el seed set
respecto al control. Este estudio indica que la transferencia de polen interespecifico
no tiene un efecto reciproco, pues sélo el crecimiento de tubos polinicos de E.
americanum en E. albidum impidi6 la correcta fecundacién de los 6vulos para la
formacién de semillas. A pesar de esto, Kay (1987) propone que la hibridacién puede
ser una fuente importante de variacién genética.

La transferencia de polen interespecifico puede llevar a la pérdida de funciones
masculinas y femeninas y tener consecuencias ecolégicas y evolutivas (Waser, 1978;
Morales y Traveset, 2008). Para sobrellevar los procesos de la transferencia
interespecifica, existen mecanismos que evitan la reduccién del éxito reproductivo
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de la poblacién, sea directamente, como la diferenciacién de los tiempos de floracion
e indirectamente, como el comportamiento constante de los polinizadores (Levin y
Anderson, 1970; Waser, 1986).

La diferenciacion temporal en las épocas de floraciéon puede ocurrir cuando la
especie diferenciada tiene una distribucion rara (Murali y Sukumar, 1994) o en
especies cercanas ((Marques et al., 2007), donde se cree que este desplazamiento
podria ser una adaptacion para evitar el riesgo a la transferencia de PH asi como la
competencia por polinizadores.

El comportamiento de los polinizadores influye en la posibilidad de transferencia
de polen interespecifico, como la constancia, que es la tendencia de los polinizadores
a visitar solo una especie, aun cuando se presenta otra con recompensas similares
(Levin y Anderson, 1970; Waser, 1986), la presencia de esta constancia o “fidelidad”
puede aumentar la eficiencia de polinizacion (Kobayashi-Kidokoro e Higashi, 2010).
Sin embargo, la constancia de las especies puede modificarse drdsticamente por el
cambio de la abundancia relativa de la especie visitada, es decir, a baja
disponibilidad de recursos, el polinizador es capaz de alimentarse de cualquier flor
sin importar la especie que visita (Levin y Anderson, 1970).

La evaluaciéon del movimiento del polen es una tarea compleja, principalmente
porque los granos de polen no son facilmente distinguibles entre las plantas sin el
uso de marcadores genéticos o morfolégicos (Snow y Lewis, 1993). Por ello, se han
desarrollado muchas técnicas para estimar la distancia del viaje del polen, en la
Tabla 1 se muestran las mas importantes.

El entendimiento de los patrones de dispersiéon del polen es importante para los
estudios de a) flujo génico y la estructura poblacional de las plantas; b) eficiencia de
los distintos polinizadores; c) evoluciéon de los sistemas de reproduccién; y d)
evolucion de las caracteristicas florales (Waser y Price, 1982). Mediciones mas
directas se pueden obtener por heteromorfismos o en las especies con variedades de
polen de colores distintos (Kearns e Inouye, 1993).
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Tabla 1. Algunas técnicas para estimar distancias polinicas (Dafni, 1992 y Kearns e Inouye, 1993).

Técnica Descripcion

Los granos de polen se etiquetan en la planta esparciendo (con ayuda de
un atomizador, spray) colorantes vitales tales como rojo neutro, azul
Colorantes vitales Bismark, Naranja G y azul Evans de 1 a 2 pL en anteras a punto de ser
dehiscentes. El movimiento se determina examinando los estigmas de

plantas de la poblacién bajo microscopio.

Un colorante fluorescente es aplicado sobre las anteras dehiscentes de
Polvos

planta etiquetada. El movimiento de los polvos se determina examinando
fluorescentes como

los estigmas de las plantas de la poblacién bajo una lampara de luz negra

analogos de polen
(UV)

Se expone el polen a MCO,, el cual entra al polen por medio de rutas
Etiquetado metabolicas El movimiento del polen es seguido por la colecta de estigmas
radiactivo del polen en las plantas de los alrededores y revisando la presencia de la etiqueta por

medio de un “contador de centello”.

Uso de marcadores fenotipicos o moleculares para la identificacién de la
Marcadores

progenie. De los varios marcadores, el mas simple y mds conveniente es el
genéticos

fenotipico.

Como se menciona anteriormente, un modo en el que se puede medir
indirectamente el flujo polinico en poblaciones naturales es marcando los granos de
polen o usando analogos de polen, como polvos fluorescentes (Kearns e Inouye,
1993). La aplicaciéon de polvos fluorescentes sobre anteras dehiscentes puede
proveer la estimacion del flujo de polen (Shivanna, 2003). Sin embargo, se ha visto
que los colorantes pueden tener una dispersion mayor, como lo mostraron en un
estudio en el que se utiliz6 un método en el cual compararon el flujo con el colorante
aplicado al polen con pruebas de paternidad, en una poblaciéon de Erythronium
grandiflorum, Liliaceae, polinizada por Bombus occidentalis (Thomson et al., 1986). En
contraste también se ha reportado lo contrario, donde los colorantes pueden tener
una dispersion menor, esto se identific6 comparando los polvos fluorescente con el
movimiento de uno de los dos morfos de polen de Ipomopsis aggregata, movido por
colibries (Campbell et al., 1991). Incluso la habilidad de predecir el movimiento
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puede variar entre las especies polinizadoras, esta evidencia proviene de una
comparacion entre cuatro especies de abejas a través de distintos colores de polvos
fluorescentes, Xylocopa wvirginica, Osmia lignaria, Habropoda laboriosa Bombus
bimaculatus 'y Apis mellifera en la polinizacion de Gelsemium sempervirens,
Gelsemiaceae (Adler e Irwin, 2006).

Para este trabajo se utilizara polvo fluorescente como marcador polinico y se
observara si puede predecir el flujo de polen de Opuntia tomentosa o mas bien da una
estimacion diferente al movimiento real del polen en la poblacién. Para acercarnos
al flujo real de polen se opt6 por usar colorantes vegetales, que tifien cada grano de
polen en las anteras. De este método se hablara mas adelante.

1.7 Calidad del polen

La capacidad dispersora de los polinizadores no es lo tnico que influye en el éxito
reproductivo de las poblaciones vegetales, también juega un papel importante la
calidad del polen que las plantas producen, ya que ésta se ve afectada antes de su
liberacién o después de ella. Antes de la liberacion, el polen puede estar sujeto a
condiciones de estrés durante el desarrollo, ser afectado por la variabilidad genética
interespecifica, o por su metabolismo (Dafni y Firmage, 2000). Después de su
liberacién, son expuestos a las condiciones ambientales presentes en un area y
durante un tiempo determinado antes de ser depositados en un estigma.
Dependiendo de las condiciones y la duracién de dicha exposicion, la calidad del
polen se vera afectada. La calidad del polen es evaluada bajo el supuesto de
viabilidad y vigor (Shivanna, 2003). El vigor se refiere a la velocidad de germinacion
y a la tasa de crecimiento del tubo polinico. En cambio, la viabilidad se relaciona con
el potencial del grano de polen de realizar su funcién de llevar los gametos
masculinos hacia el saco embrionario (Barnabas y Kovacs en Shivanna, 2003). Se han

desarrollado una serie de pruebas a través de los afios para medir la viabilidad del
polen (Tabla 2).

Ya que la viabilidad se refiere a la habilidad del polen de llevar a los gametos
masculinos al saco embrionario, la prueba mas real seria la evaluacion de la
capacidad de fecundacién del polen medida desde el establecimiento de fruto y
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semilla (fruit set y seed set), siguiendo una polinizacién controlada (Heslop-Harrison
et al., 1984). Esta técnica consiste en la emasculaciéon y polinizacién manual de un
estigma compatible usando el polen muestra que sera probado. La contaminacién
del estigma por otro tipo de polen debe ser prevenida por el embolsado de la flor o
manteniendo la planta en un invernadero en ausencia de insectos (Shivanna y Johri,
1985). Sin embargo, esta prueba tiene muchas limitaciones como para ser usado
como una prueba de rutina: a) es laboriosa y consume de tiempo; b) muchos otros
factores como la receptividad del estigma y la incompatibilidad deben ser
considerados antes de aplicar esta prueba; por lo que generalmente se requiere de
informacién previa sobre la biologia reproductiva; c) la formacién de semilla no es
una consecuencia inevitable después de la fecundaciéon, muchos otros factores
asociados a la post-fecundacién deben ser considerados en el desarrollo de la
semilla; d) no puede ser utilizada en especies apomicticas (i.e., plantas con la
capacidad de producir semillas en ausencia de la fecundacién, pues es un tipo de
propagacién asexual; Stern et al., 2008 ); e) s6lo puede ser usada en época de
floracion; f) puede llegar a ser mdas una prueba de calidad que una de cantidad, pues
se limita la germinacién del polen por el nimero de 6vulos presentes (Shivanna,

2003).

La necesidad de probar la calidad funcional del polen surge desde muchos
contextos; por ejemplo, en la evaluaciéon de la fertilidad de las plantas madre; la
hibridacién en experimentaciéon genética y fitomejoramiento; en el monitoreo del
polen durante su almacenamiento; en la investigaciéon de la interaccién polen-
estigma, sistemas de incompatibilidad y fecundacién; en la investigacién de estado
de hibridacién esperado en individuos y en poblaciones en la ecologia (Heslop-
Harrison et al., 1984); ademas, se puede evaluar el efecto de algin marcador sobre la
calidad del polen.
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Tabla 2. Descripcién de algunas técnicas para evaluar la viabilidad del polen. Modificada

de Shivanna, 2003.

Técnica

Establecimiento  de
fruto y semilla (Fruit

set y seed set)

Germinacién de polen
y crecimiento de tubos

polinicos en el pistilo

Colorantes no vitales y
otras pruebas de uso

limitado

Prueba de Tetrazolio

Germinacion

in-vitro

Prueba de diacetato

fluorescente (FDA)

Descripcion

La prueba mas real de funcién del polen. La viabilidad del polen es
medida por establecimiento de frutos y semillas, con ayuda de una

polinizacién controlada.

Se considera como viable a aquel grano de polen que germine y presente
crecimiento del tubo polinico. No siempre es factible cuantificar el

namero de tubos polinicos que crecen en un estigma.

Las pruebas de tinciéon usando colorantes vitales tales como yoduro de
potasio, azul anilina en lactofenol, acetocarmina, fucsina 4cida y
colorante de Alexander. Estas pruebas son efectivas en evaluar la
esterilidad del polen, es unaaproximacién de su viabilidad porque

puede dar falsos positivos.

Detecta la presencia de las deshidrogenasas, enzimas producto de la
respiracion celular. Después de ser expuestos por 30 minutos, los granos

que las posean, se tornan rojizos.

Es el mas comtn, ademas de ser rapido y simple. Es la germinacién de

tubos polinicos en una solucién. Puede dar falsos negativos.

También se refieren a esta prueba como la reaccién fluorocromatica
(FCR).Se fija en la actividad de esterasas, cuando no hay actividad de
esterasas, la fluoresceina no se acumula y por tanto no brilla (polen no

viable).
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2.

Objetivo

En este trabajo se estudiard el flujo del polen de Opuntia tomentosa con dos

marcadores mofolédgicos: colorantes vegetales y polvos fluorescentes. El estudio se

realizara en un matorral xeréfilo en donde coexisten varias especies de

Opuntioideae en el area silvestre del Jardin Botdnico de Cadereyta, Querétaro,

México.

Como objetivos particulares:

Determinar si los colorantes y los polvos fluorescentes influyen en la
viabilidad del polen.

Comparar si existen diferencias en el movimiento, la orientacion y la distancia
del polen marcado con polvos y del polen marcado con colorantes.

Identificar indirectamente si los polinizadores depositan polen de Opuntia
tomentosa a otras especies como O. cantabrigiensis, O. robusta, O. streptacantha
y Cylindropuntia imbricata (i.e., existe flujo de polen interespecifico).

. Hipotesis

La presencia de marcadores morfolégicos, al tener s6lo contacto externo con
el polen, no tendra un efecto sobre su calidad (que este caso es medida con la
viabilidad).

Los polvos fluorescentes daran una estimacion diferente al flujo polinico real,
es decir al del polen tefiido con colorante.

La existencia de una floraciéon simultanea de las especies de Opuntioideae
que estan en el sitio de estudio permitirda la deposicion de polen de O.
tomentosa en las otras especies en floracién, lo incrementara la transferencia
de polen interespecifica.
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4. Materiales y Métodos
4.1 Sitio de estudio

El Jardin Botanico Regional de Cadereyta de Montes “Ing. Manuel Gonzalez de
Cosio” es una instituciéon del Gobierno Estatal fundado en 1988 y auspiciado por el
Consejo de Ciencias y Tecnologia en Querétaro, México (Fig. 4; CONCYTEQ); Reyes-
Santiago, 2011).

QUERETARO san
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Fig. 4. Mapa de ubicacion del Jardin Botanico Regional de
Cadereyta de Montes “Ing. Manuel Gonzilez de Cosio”
(rombo azul) localizado en el municipio de Cadereyta de
Montes (amarillo) del estado de Querétaro (verde).
Tomadode www.inafed.gob.mx

El sitio se encuentra a una altitud de 2046 m snm y ocupa una superficie aproximada
de 15.33 h (Sanchez et al., 2012), la vegetacion es matorral xeréfito crasicaule
perturbado con una ladera escarpada mejor conservada. Su geomorfologia esta
conformada por coladas de lava riolitica, con rocas tipo arenisca-conglomerado. El
clima es semiseco templado con lluvias en verano BS1kw(w), segtn la clasificacion
de Koppen (modificada por Garcia, 2004), la temperatura minima promedio anual
es de 6.6°C y la maxima de 24.4°C, con precipitacién minima anual acumulada
promedio de 309.3 mm y maxima de 798.6 mm (CONCYTEQ, 2011; SNM, 2010).
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Segtin Sdnchez y Sanaphre (2009), el jardin se divide en tres partes de acuerdo al tipo
e intensidad de uso, a las condiciones fisicas y biolégicas y a las actividades
potenciales: una zona de colecciones y unidad de propagacién de plantas silvestres;
una plantacién de yucas de mas de 60 afios de edad; y una zona silvestre que
comprende el area de bordo y senderos. Los experimentos de este trabajo se hicieron
en la dltima zona mencionada.

4.2 Sistema de estudio

Opuntia tomentosa Salm-Dyck es una planta arbustiva a arborescente de 1 a 3 m de
altura. Presenta ramas abundantes formando una copa amplia. Tiene cladodios
oblongos hasta angostamente ovalados, de 10 a 60 cm de longitud y con pubescencia
aterciopelada. Lleva aréolas pequefias, con gloquidas amarillas (Fig. 5a). Las espinas

generalmente son ausentes, pero cuando las hay, son amarillentas de 1 a 3 por aréola
(Bravo-Hollis, 1978).

Los individuos presentan flores hermafroditas de color anaranjado con tonos
amarillo y rojizos, de 4 a 5 cm de longitud; filamentos blancos; estilo rosa, mas largo
que los estambres; 16bulos del estigma 5 6 6 amarillos (Fig. 5b). Fruto ovoide, rojo,
con semillas de 4 mm de ancho (Bravo-Hollis, 1978) y hasta 60 semillas por fruto
(Galicia, 2013).
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Fig. 5 a. Imagen de ejemplar de Opuntia tomentosa en floracién, donde se observa el habito
arbustivo, los cladodios ovalados y la presencia de flores anaranjadas y botones florales. b.
Acercamiento de una flor y botones, en la flor se puede apreciar el estigma amarillo y que el estilo

es mas largo que los estambres. Fotos: Linda Mariana Martinez Ramos.

Estas plantas florecen de marzo a mayo y fructifican de junio a agosto (Gonzalez et
al., 2001). En un estudio realizado por Galicia (2013) se reporté que esta especie
presenta hercogamia (0.35 mm de distancia entre las anteras y el estigma), pero no
presenta un sistema de autoincompatibilidad, pues no hay diferencias en el nimero
de semillas formadas por autocruza o entrecruza; con esta combinacion de
caracteristicas, se concluy6 que esta poblaciéon presenta un sistema de apareamiento
mixto. Respecto a la polinizacién, se ha reportado que se da por insectos,
principalmente por abejas de la familia Megachilidae (por ejemplo, Megachile sp.) y
en menor proporciéon abejas de la familia Halictidae (Lasioglossum sp.) y Apidae,
como Bombus sp. y la especie introducida Apis mellifera (Beutelspacher, 1971;
Mandujano et al.,, 2014). La especie se puede encontrar desde Guatemala hasta
Meéxico. En México, sus poblaciones se distribuyen en el centro y sur del pais, es
decir, en el Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco y Estado de México.
También se ha encontrado en Michoacan, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Puebla,
Querétaro y San Luis Potosi (Gonzélez et al., 2001; Guzman et al., 2003).

Otras especies que se encuentran en el sitio de estudio, es decir, en la zona silvestre
del jardin y de interés para este trabajo son Opuntia robusta (Fig. 6a), Cylindropuntia

22



imbricata (Fig. 6b), Opuntia streptacantha (Fig. 6¢) y Opuntia cantabrigiensis (Fig. 6d).

Opuntia robusta Wendland es una planta arbustiva, muy ramificada, de 1 a 2 m de
altura. Los articulos son orbiculares de 15 a 40 cm de longitud, muy robustos, muy
gruesos, de hasta 2.5 cm de espesor, color verde azulado claro a glauco. Las aréolas
son distantes de color blanco o amarillento, las espinas son de 2 a 12 de 5 cm de
longitud. Ademas, las flores son grandes, amarillas, de 5 a 7 cm de longitud 16bulos
del estigma amarillos a blancos; los frutos son anchamente subglobosos, globosos o
elipticos, de color amarillento a purpurino (Bravo-Hollis, 1978).

Se ha descrito que las poblaciones de esta especie presentan individuos femeninos,
masculinos y hermafroditas (Del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988), sin embargo,
la poblaciéon del Jardin botanico s6lo posee individuos masculinos y femeninos, es
dioica (Galicia, datos no publicados). Las flores son diurnas y abren de uno a dos
dias. La época de floraciéon es durante marzo y abril, donde los individuos
masculinos florecen primero y posteriormente los femeninos (Galicia, datos no
publicados). Son principalmente visitadas por abejas solitarias, coledpteros, y en
raras ocasiones, por lepidépteros, hormigas y colibries. Siendo las abejas las mejores
polinizadoras, éstas pertenecen a las familias Megachilidae, Halictidae, Apidae y
Andrenidae (Del Castillo y Gonzéles-Espinosa, 1988). Por la presencia de dioecia, la
autopolinizacién no ocurre. La especie se encuentra en los estados de Zacatecas,
Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi, Guanajuato y Michoacan (Bravo-Hollis, 1978).

Cylindropuntia imbricata Knuth es un arbusto de hasta 3 m de altura con ramas mas
o menos abundantes. Presenta un tronco corto, lefioso y bien definido, de unos 10
cm de didametro. Los articulos (tallos cilindricos) de las plantas van de 12 a 35 cm de
largo y de unos 2.5 a 3.5 cm de didmetro, los tubérculos estan dispuestos en series
de 3 a 4, muy prominentes, de 2 a 3.5 cm de largo. Las aréolas son grandes con
gloquidas escasas y las espinas numerosas llegan a ser de 10 a 30 por aréola,
extendidas en todas direcciones, rectas, de 1 a 3 cm de largo, fuertemente barbadas,
con vainas blanquecinas, papirdceas y persistentes. Las flores son hermafroditas y
numerosas, se encuentran en la extremidad de las ramas con 5 a 7 cm de didmetro,
de color purpura a parpura rosado, el pericarpelo es tuberculado, con los segmentos
del perianto angostamente ovalados. El fruto es tuberculado, de color amarillo y
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carnoso cuando madura, no presenta espinas, tiene forma ovoide de 2.5 a 4 cm de
largo. Semilla lisas, de 2.5 a 3.5 mm de didmetro y hasta 70 por fruto (Ayala, 2014).
A pesar de ser un género diferente, esta especie parece tener también una
polinizacién por abejas (Grant y Hurd, 1979). En México, C. imbricata Knuth se
encuentra en la Ciudad de México y parte de los estados de la altiplanicie tales como
México, Hidalgo, Querétaro, Guanajuato, Zacatecas, Durango, Coahuila, Chihuahua
y Tamaulipas, extendiéndose hasta el sur de Arizona, Nuevo México y Texas (Bravo-
Hollis, 1978; Anderson, 2001).

Opuntia streptacantha Lemaire es una planta arborescente muy ramosa que llega
medir hasta 5 m de altura; sus articulos son ovalados de hasta 30 cm de longitud, de
color verde oscuro. Las aréolas son pequefias, cercanas entre si, con espinas
numerosas, blancas y las gléquidas son de color café rojizo, muy cortas. Las flores
tienen de 7 a 9 cm de ancho, amarillas hasta anaranjadas, los filamentos son verdosos
o rojizos, 16bulos del estigma de 8 a 12, amarillentos. El fruto es globoso, de 5 cm de
diametro, rojo oscuro (Bravo-Hollis, 1978). Estas plantas florecen entre los meses de
abril y julio, y fructifican de junio a noviembre (Garcia, 1984). Huerta (1995) ha
reportado que para el valle de México, las flores llegan a abrir hasta dos dias y que
sus polinizadores son Apis mellifera, Bombus sp., Diasia rinconis y Perdita azteca,
ademads se ha mencionado que la autopolinizacién se da por la visita de hormigas
(Reyes-Agtiero et al., 2006). En México se distribuye en los estados de Hidalgo,
Querétaro, Guanajuato, San Luis Potosi, Aguascalientes y Zacatecas (Bravo-Hollis,
1978).

Opuntia cantabrigiensis Lynch es una planta arbustiva, de 1 m de altura. Presenta
articulos orbiculares, de 12 a 20 cm de longitud, de color verde azulado palido.
Aréolas grandes y distantes; las espinas generalmente son de 3 a 6, aciculares,
amarillas con la base rojo-marrén; las gloquidas son numerosas, grandes y
amarillentas. Las flores son hermafroditas con 5 a 6 cm de longitud, amarillentas con
el centro rojizo, los 16bulos del estigma son alargados y de color verde. Los frutos
son globosos, de color purpura y las semillas pequefias (Bravo-Hollis, 1978) y
hastal57 por fruto (Bowers, 1997). O. cantabrigiensis comienza a presentar flores a
mediados de marzo y fructifica dos meses después (mayo-junio).
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Fig. 6. Especies de la subfamilia Opuntioideae (Cactaceae) presentes en el Jardin Botanico
Regional de Cadereyta. a) Opuntia robusta, arbusto con cladodios redondos de hasta 2.5 cm de
grosor, verde azulado claro, flor masculina (I) con estambres numerosos y estigma reducido con
16bulos cerrados, y flor femenina (II) con estambres atrofiados y estigma con 16bulos amarillos,
abiertos; b). Cylindropuntia imbricata, arbusto con articulos cilindricos, flor parpura con el
pericarpelo tuberculado; c). Opuntia streptacantha, arborescente con cladodios ovalados color
verde oscuro, flor amarilla a anaranjada con estigma con l6bulos amarillos, cerrados.; y d).
Opuntia cantabrigiensis de porte arbustivo, con cladodios orbiculares, verdes azulado palido,
flor amarilla, con los 16bulos verdes, cerrados. Fotos: Linda Mariana Martinez Ramos.
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Grant y colaboradores (1979) reportaron que los posibles polinizadores para esta
especie al sur de Estados Unidos son Diadasia rinconis, Ceratina dupla, Apis mellifera,
Xylocopa virginica (Apidae); Agapostemon texanus y Lasioglossum pilosum (Halictidae);
y Perdita texana (Andrenidae). Esta especie se encuentra en San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro e Hidalgo (Bravo-Hollis, 1978).

4.2 Disefio experimental

Se visito la parte de vegetacion nativa del Jardin Botdnico de Cadereyta durante la
floracion de O. tomentosa (abril a mayo de 2014 y de abril a mayo 2015) y los
experimentos realizados se dividieron en dos grandes grupos; el primero fue de
pruebas de viabilidad del polen, donde se buscé estimar el efecto de los marcadores
del polen sobre la viabilidad del mismo; el segundo grupo fue de flujo polinico, en
el que se determiné hacia dénde se movié el polen marcado, sea hacia individuos
de la misma especie (flujo intraespecifico) o de especies distintas (flujo
interespecifico), y al mismo tiempo se evaluo si existe alguna diferencia entre el
movimiento de polen marcado con polvos fluorescentes y del polen marcado con
colorantes vegetales.

4.3.1 Pruebas de viabilidad

4.3.1.1 Polinizacioén controlada: Fruit set y seed set

Para evaluar si la presencia del colorante vegetal y del polvo fluorescente influye en
la viabilidad del polen, se hicieron pruebas de establecimiento de frutos y semillas
mediante un disefio factorial de polinizaciones controladas (Shivanna, 2003). En
cada individuo (n = 30) se tomaron tres flores al azar y se autopolinizaron aplicando
los siguientes tratamientos: a) polen tefiido con colorante vegetal, b) polen marcado
con polvos fluorescentes y c) control, polen natural. Como O. tomentosa es 100%
autocompatible en la poblacién de estudio (Galicia, 2013), se usaron tratamientos de
autogamia (polen de la flor colocado en el estigma de la misma flor) para estas
pruebas. Para los tres tratamientos, primero se embolsaron los botones de las flores
a usar para evitar la polinizacién por otros organismos, posteriormente, al momento
de la antesis el estilo y estimga se protegieron con un pequefio tubo para evitar
contaminacién, se emascularon las flores y al polen extraido se le agregé polvo
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fluorescente o colorante vegetal (segtin sea el caso), en el caso del control al polen no
se le agregd nada, y se esparci6 en el estigma de la flor utilizando un pincel (Fig.7).
Todos los tratamientos se mantuvieron embolsados hasta la formacién del fruto.

Mensualmente se hizo el registro de la formacién de frutos y éstos fueron colectados
cuando maduraron. Los frutos maduros fueron disecados y las semillas contadas en
cada uno. Posteriormente se evalu¢ si existen diferencias significativas entre la
proporcion de los frutos formados por tratamiento usando un modelo lineal
generalizado (GLM) con funcioén logit y distribucion del error binomial (Crawley
1993) y el nimero de semillas formadas a través de una prueba de un modelo lineal
generalizado (GLM) con funcién log y distribucién del error Poisson (Crawley 1993).

Fig. 7. Polinizacién manual con polen tefiido con colorante vegetal. El esquema muestra
una vista longitudinal de la flor en donde se indica que el estigma se cubre con la mezcla
de polen y marcador, en este caso, colorante (izquierda). Acercamiento de una flor en la
que se nota la manera en la que se cubria el estilo y el estigma para impedir polinizacion
al momento de emascular (derecha). Esquema tomado y modificado de Galicia, 2013. Foto:
Linda Mariana Martinez Ramos.

4.3.1.2 Azul de anilina en lactofenol.

El polen debe tefiirse de un azul oscuro para considerarse viable en comparacion al
polen no viable que queda de color azul tenue (Anexol. Técnica tomada y
modificada de Lopez et al., 2005; ver resultados). Este reactivo se prepar6 15 dias
antes de la experimentacion, siguiendo los requerimientos de esta técnica y se utiliz6
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durante los meses de abril y mayo del 2015. La viabilidad del polen se evalué en 30
flores (diferentes a las usadas en el experimento anterior) abiertas de individuos
distintos. Al medio dia, se tomaron de cada flor tres porciones de polen de anteras
intactas para que a cada una se le aplique un tratamiento: a) colorante vegetal, b)
polvos fluorescentes y c) control, polen natural. La manera en la que se prepar¢ cada
muestra es la siguiente: se colecté una antera de una flor, se extrajo el polen con una
aguja de diseccion y se coloc6 en un portaobjetos, se afiadi6é una gota de agua y se
esperé un minuto, posteriormente se agregd una gota de lactofenol con azul de
anilina y se esper6 por un minuto para realizar los conteos. Los conteos se realizaron
a través de observaciones por campo usando un microscopio estereoscopico (20%) y
se expresaron como una proporciéon de polen viable/polen total.

4.3.1.3 Tincién de Alexander

La prueba de viabilidad de polen con la Tincién de Alexander se realizé con un
reactivo preparado que fue proporcionado por el laboratorio de Desarrollo de
Plantas de la Facultad de Ciencias, UNAM. En esta prueba la exina del polen debe
tefiirse de verde-amarillo y las aperturas de rosa intenso para considerar un grano
viable (Lopez et al., 2005; ver resultados). Se utiliz6 el polen de 15 flores del
experimento anterior, de cada flor se utilizaron tres porciones de polen y se
aplicaron los mismos tratamientos que la prueba con azul de anilina. Para cada
muestra se realiz6 lo siguiente: en un portaobjetos se preparé una porciéon de polen
con una gota del tinte, esta mezcla se esparce de manera uniforme en el portaobjetos
y se expuso unos segundos al calor. El conteo se realizé por bandas (observacién de
una fila de campos que estan a lo largo del portaobjetos) y a través de un microscopio
6ptico en un aumento de 10x y 40x. También se obtuvieron los porcentajes de polen
viable y de polen inviable.

Para probar si existen diferencias significativas entre los porcentajes de polen viable
de los tratamientos (colorante, polvo y control) en cada tincién, se realizé una prueba
de Kruskal-Wallis y de Wilcoxon.

28



4.3.2 Flujo de polen

Para seguir el movimiento del polen se seleccioné una planta (focal) por la mafiana
(10:00 h) y se pint6 el polen de cada una de sus flores con ambos marcadores
(colorantes vegetales y los polvos fluorescentes). A partir de la planta focal se hizo
un mapa en el que se localizaron y etiquetaron, tomando la orientacion angular y la
distancia respecto a la focal, todos los individuos de Opuntioideae ubicados dentro
del vecindario, una parcela circular con un radio de 30 m (Fig. 8a). Posteriormente,
en la tarde y previo al cierre de las flores, se realizaron recorridos de exploracién de
las parcelas circulares de cada planta focal. Todas las flores del vecindario que
abrieron ese dia, de los géneros Opuntia y Cylindropuntia, se colectaron y etiquetaron
para ser revisadas en el laboratorio y detectar el polen tefiido o el polvo fluorescente;
todo esto para localizar hacia dénde y a qué distancia viajo el polen a través de los
polinizadores (Fig. 8b); cada uno de estos recorridos se le asigné el nombre de
vecindario y en total se hicieron 30 vecindarios. La inspeccién de cada flor se realiz6
de manera minuciosa con un microscopio estereoscopico, bajo luz negra para buscar
polvos fluorescentes y bajo luz blanca para buscar colorantes, y en el mismo dia de
la colecta, los registros son de presencia/ausencia por flor-especie.

4.3.2.1 Fenologia

En este estudio se llevé un registro del namero de flores abiertas de las diferentes
especies de Opuntioidae que se encontraban en los vecindarios. Con este registro, se
hicieron dos tablas de contingencia. La primera tabla se realizé para ver si la
frecuencia de flores abiertas depende de la especie de Opuntia o Cylindropuntia, con
cinco categorias de especie (O. tomentosa, O. cantabrigiensis, O. robusta, O.
streptacantha y C. imbricata) y con un total de 2051 flores abiertas observadas;
teniendo como hipétesis que todas las especies tienen la misma frecuencia. La
segunda tabla se realiz6 para encontrar si la presencia de marcador y la especie que
florece son variables independientes o si mdas bien presentan una asociacién; se
usaron cuatro categorias de especie (O. tomentosa, O. cantabrigiensis, O. robusta 'y O.
streptacantha) y cuatro categorias de presencia y tipo de marcador (ntimero de flores
con polvo, nimero de flores con colorante, nimero de flores con polvo y colorante,
y ntamero de flores sin marcador). Para cada tabla se hizo un anélisis de x2.(Everitt,
1977).
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4.3.2.2 Distribucién angular de las flores

Con los angulos obtenidos de las flores abiertas en los vecindarios se calculd

estadistica circular para cada especie en cuatro categorias de frecuencia: a) flores con

polen marcado con colorante y polvo fluorescente, b) flores s6lo con polen marcado

con polvo fluorescente, c) flores s6lo con polen marcado con colorante, y d) flores

que no presentaron tipo de marcador (ninguno). En la estadistica descriptiva se

obtuvieron los siguientes valores (Mahan, 1991; Zar, 2010):

r: Denominador angular promedio. Es la medida de dispersién maés
importante en datos direccionales. Si las distintas direcciones (dngulos) estan
estrechamente agrupadas, el valor de r sera 1; si los valores estan muy
dispersos, r sera practicamente 0.

r=+X2+Y?2

Los valores de X? y Y? se obtienen a partir de

P Y. cos(a) v - Y.sen(a)
n n
Donde a es el valor de cada dngulo, y n es el nimero total de dangulos

s: Desviaciéon angular. Batschelet (1981) menciona que es andloga a la
varianza en estadistica lineal, por lo que si aumenta la dispersién de los datos
angulares, la varianza aumentara. Esta se define como

180°
=— (2v1-r)
a: Es la direccion promedio de los datos. Sin embargo, esta media no puede

S

ser obtenida por medio de la suma de los angulos y divididos por el total,
mas bien se encuentra a partir del seno y coseno del angulo a, es decir,

sin(a) = - cos(a) = -

Estos valores son utilizados para encontrar a a en tablas de funciones
trigonomeétricas.
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4.3.2.3 Distancia del flujo

Para probar si existe un efecto de la especie que florece y el tipo de polen marcado
(polvo o colorante) sobre la distancia a la que se dispersé el polen desde la planta
focal, se realizé una ANOVA de dos vias (Zar, 2010).

N

Individuo focal Individuo destino

b

Fig. 8 a) Vecindario reproductivo hipotético que muestra la circunferencia de readio
de 30 m que fue trazada donde la planta del centro representa a la planta focal
(especie focal= Opuntia tomentosa), el resto a las especies que estan en floracién
(Opuntia spp. y Cylindropuntia imbricata) y en las que se evalu6 el movimiento del
polen marcado, asignandole un ntamero, también identificando la distancia y el
angulo en los que se encontraba la planta respecto a la focal y tomando la especie a
la que se deposita el polen marcado b) Representacion de la transferencia de polen
de flor a flor a través de un polinizador. Esquema de flor tomado y modificado de
Galicia, 2013.
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4.3.2.4 Correlaciones

Se analiz6 si hay alguna correlacién entre las variables medidas de todos los
vecindarios para evaluar asociaciones entre variables del vecindario y la deposicién
del polen marcado, a continuaciéon se describen las abreviaturas usadas y la
definicién de la variable:

e Nrep(sp)= namero de individuos reproductivos

¢ Npolvo(sp)= ntimero de individuos reproductivos con polen con polvo
fluorescente

e Ncolor(sp)= ntmero de individuos reproductivos con polen tefiido con
colorante vegetal

e f(sp)=numero de flores en cada especie

e f(sp)polvo= namero de flores de cada especie con polen con polvo
fluorescente

e f(sp)color= namero de flores de cada especie con polen tefiido con colorante
vegetal

Estas correlaciones se analizaron a través de un analisis multivariado con el
programa JMP estimando la correlacién entre: Nrep(sp) nimero de individuos
reproductivos, Npolvo(sp) nimero de reproductivos con flores con polvo,
Ncolor(sp) nimero de reproductivos con flores con colorante, f(sp) nimero de flores
por especie, f(sp)polvo ntimero de flores de cada especie con polvo, f(sp)color
namero de flores de cada especie con colorante vegetal. Debido al tamafio de la
muestra y a que las variables no son continuas se hicieron pruebas no paramétricas
de correlaciones p de Spearman.

5. Resultados

5.1 Pruebas de viabilidad

5.1.1 Polinizacién controlada: Fruit set y seed set

Las polinizaciones se realizaron del 27 de abril al 16 de mayo de 2015. Los frutos se
colectaron del mes de octubre al mes de noviembre, segtin su estado de maduracién.
De las 90 polinizaciones realizadas, cuatro frutos fueron abortados (tres del
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tratamiento de Colorantes y uno del tratamiento de Polvo) y nueve fueron
depredados y no se obtuvo su namero de semillas (tres del Control, cuatro de Polvo
y dos de Colorante).

En total se formaron 30 frutos para el Control, 29 para el tratamiento con Polvos
fluorescentes y 27 para el tratamiento con Colorante vegetal (100%, 96.66% y 90%,
respectivamente). E1 GLM mostré que no existen diferencias significativas en el fruit
set entre los tres tratamientos (x?=4.454 g.1.=2, P=0.1079).

Los frutos del Control (autogamia con polen natural) presentaron en promedio 72.56
+ 14.32 semillas, los frutos producidos en los tratamientos de autogamia usando
polen tefiido con Polvo fluorescente tuvieron un promedio de 60.96 + 20.14 semillas
y los frutos producidos en los tratamientos de autogamia usando polen tefiido con
Colorante un promedio de 45.07 + 27.48 semillas. Cualquier tincién redujo el namero
de semillas producidas y de acuerdo al GLM, existen diferencias significativas entre
los tratamientos (x>=180.14 g.1.=2, P<0.0001), por lo que se hicieron contrastes entre
los tratamientos y se encontraron diferencias significativas entre los tres (Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticos obtenidos a través de GLM, en un andlisis de
contrastes donde CV=Colorante vegetal, PF=Polvo fluorescente y

CN=Control.
Tratamientos X2 gl p
CN Vs PF 26.68 1 <0.0001
CN Vs cv 178.43 1 <0.0001
PF Vs cv 64.56 1 <0.0001

5.1.2 Azul de anilina en lactofenol

Se conté el polen viable de un total de 30 campos por cada uno de los tratamientos.
Los porcentajes de polen viable se determinaron por medio de la division del
nimero de granos de polen pintados de azul oscuro entre el ntimero total de granos
de polen (Tabla 4). Para averiguar si los datos presentan normalidad se us6é una
prueba de Shapiro-Wilk y se encontré que no hay una distribucién normal en los
datos (P <0.05). Por ello se realiz6é una prueba de Krukal-Wallis.
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Fig. 9. Granos de polen de Opuntia tomentosa en la técnica de tincion de azul de anilina
con lactofenol, donde los granos de color azul oscuro son considerados viables y los no
viables son incoloros o azul tenue (Aumento 20x). Nota: En la fotografia los granos tomaron
una coloracién verde azulada, pero en el momento de la evaluacion el color observado si
fue azul.

Tabla 4. Porcentaje de polen viable de Opuntia tomentosa segtin la prueba de
azul de anilina en lactofenol. Donde el Control no tuvo ninguna
manipulacién, el tratamiento Colorante los granos se tifieron con colorante
vegetal y en tratamiento Polvo se tifieron con polvos fluorescentes. n=30

Tratamiento Promedio de polen viable (%)
Control 79.80
Colorante vegetal 83.30
Polvos fluorescentes 71.73

Segtin la prueba de Kruskal-Wallis, existen diferencias significativas entre los
tratamientos (P=0.0089), para saber entre cudles tratamientos presentan estas
diferencias se realizaron comparaciones multiples con el método de Wilcoxon y se
encontré que la viabilidad de polen con Polvo Fluorescente es menor que la
viabilidad del polen Control, y la viabilidad del polen tefiido con Colorante Vegetal
(Tabla 5).
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Tabla 5. Comparaciones multiples con el método de Wilcoxon entre los
tratamientos de tincién de polen y el polen natural de Opuntia tomentosa en
la prueba de azul de anilina. Donde CV=Colorante vegetal, PF=Polvo
fluorescente y CN=Control, con un a = 0.05. Los asteriscos (*) indican que
existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Nivel Nivel P
Ccv Vs CN 0.4030
PF Vs CN 0.0126*
PF Vs cv 0.0063*

5.1.3 Tincién de Alexander.

Los porcentajes se obtuvieron de igual manera que en la prueba de azul de anilina
con lactofenol (Tabla 6). También se prob6 la normalidad de los datos con una

prueba de Shapiro-Wilk y se encontré que no presentan una distribucién normal (P
<0.05).

Tabla 6. Porcentaje de polen viable de Opuntia tomentosa
segun la prueba de tincién de Alexander. Donde el Control
loa granos no tuvieron ninguna manipulacion, el
tratamiento Colorante se tifieron con colorante vegetal y el
tratamiento Polvo se tifieron con polvos fluorescentes. n=15

Promedio de Polen

Tratamiento
viable (%)
Control 64.20
Colorante vegetal 56.30
Polvos fluorescentes 71.60
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Fig. 10. Granos de polen de Opuntia tomentosa en la técnica de tincién de
Alexander. En esta técnica la pared de todos los granos se tifien de verde-
amarillo, pero los granos considerados como viables presentan las aperturas
con un color rosa intenso (Aumento 10x).

Segun la prueba de Kruskal-Wallis, existen diferencias significativas entre los
tratamientos de tincion del polen de Opuntia tomentosa (P= 0.0008), y de acuerdo a la
prueba Wilcoxon se encontraron diferencias entre los tratamientos de Polvo
Fluorescente y Colorante Vegetal y entre el tratamiento de Colorante con el Control
(Tabla 7).

Tabla 7. Comparaciones multiples con el método de Wilcoxon entre los
tratamientos de tincién de polen y el polen natural de Opuntia tomentosa en
la tincion de Alexander. Donde CV=Colorante vegetal, PF=Polvo
fluorescente y CN=Control , con un a = 0.05

Nivel Nivel P
Ccv & CN 0.0128*
PF \E CN 0.6933
PF Vs Ccv 0.0001*
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5.2 Flujo de polen
5.2.1 Tablas de contingencia

Con los datos obtenidos de la floracion, se realiz6 un grafico de frecuencia de flores
por cada vecindario reproductivo analizado (Figura 11).
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Fig. 11. Frecuencia de flores en cada vecindario reproductivo. Cada vecindario es un reflejo del
cambio en el tiempo del niamero de flores. Sdlo en los primeros vecindarios registrados se observo
un namero considerable de flores de las cuatro especies.

Se realiz6 una prueba de x? para ver si la frecuencia de flores abiertas es un atributo
independiente de las especies. Se encontré que la frecuencia de las flores depende
de la especie x? (4, n=2243)=6416.15, P<0.05, pues de las 2051 flores registradas, el
87.71% perteneci6 a O. tomentosa y las especies con menor numero de flores
registradas fueron C. imbricata (1.16%) y O. robusta (1.27%; Fig. 12).
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Fig. 12. Porcentaje de flores abiertas por especie de un total de 2051 flores registradas. Donde
1799 flores pertenecieron a Opuntia tomentosa, 26 a Cylindropuntia imbricata, 100 a Opuntia
cantabrigiensis, 24 a Opuntia robusta, y 102 a Opuntia streptacantha.

Para detectar si la presencia de polen marcado es independiente de la especie que
florece, también se hizo una prueba de x? descartando a la especie C. imbricata,
debido a la baja frecuencia de flores con polen marcado de Polvo fluorescente o
Colorante (s6lo tres flores presentaron polen marcado con Colorante). En esta
prueba se vio que efectivamente existe una asociacién entre la variable especie y la
variable presencia de polen marcado, x? (9, n=2243)=6416.15, P<0.05, pues 90.94% de
las flores con algtin marcador fueron de O. tomentosa (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de flores por especie de Opuntia que se encontraron con 1) sélo polvo
fluorescente, 2) s6lo colorante vegetal, 3) ambos marcadores y 4) sin algtin marcador (nada).

O. cantabrigiensis  O. robusta O. streptacantha  O. tomentosa C. imbricata
Flores con 20 0 11 473 0
polvo
Flores con 11 1 35 108 3
colorante
Flores con 19 4 50 935 0
polvoy
colorante
Nada 50 19 6 283 23
Total 100 24 102 1799 26
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5.2.2 Distribucién angular de las flores

Se calcul6 para cada especie estadistica circular de cuatro categorias: a) flores con
colorante y polvo fluorescente, b) flores s6lo con polvo fluorescente, c) flores s6lo
con colorante, y d) flores que no presentaron marcador (ninguno; Fig. 13).
Cylindropuntia imbricata s6lo presento6 3 flores marcadas, de las 26 flores registradas,
con colorante a 254°, las flores que no presentaba marcador poseen una media
angular de 231° y una desviacién angular (s) de 52.94; los resultados para las demas

especies se enlistan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Estadisticos circulares basicos de la distribucién de flores de las especies de Opuntia en las
categorias de presencia de flores con polen tefiido con colorante y polvo fluorescente (flores con
ambos), flores con polen tefiido sélo con polvo fluorescente, flores con presencia de polen tefiido sélo
con colorante, flores que no presentaron marcador (ninguno) y el total de flores que se revisaron.

Opuntia
cantabrigiensis

Opuntia robusta

Opuntia
streptacantha

Opuntia
tomentosa

Ql

Flores con
ambos

19

219°

0.37

64.45°

45°

0.50

57.15

50

228°

0.86

30.49°

673

254°

0.08

77.65°

Flores con
polvo

20

80°

0.36

64.61°

11

251°

0.89

26.69°

473

202°

0.32

66.92°

Flores con
colorante

11

311°

0.51

56.84°

184°

35

229°

0.91

24.40°

108

70°

0.29

68.20

Ninguno Total

50 100
191° 195°
0.43 0.22

61.11° 71.44°

19 24
294° 52
0.07 0.42

78.22 61.89

6 102
8° 234°
1 0.78
0 37.95°
283 1537
198° 206°
0.19 0.14
72.93 75.08

Donde n es cantidad de flores, @ es la media angular de flores de cada categoria,
T es la concentracion de los datos de cada categoria y s es la desviacién angular.
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Fig. 13. Orientacion y ntimero de flores por especie (Cylindropuntia imbricata y Opuntia spp.) en
las distintas categorias: flores con colorante y polvo fluorescente (verde), flores sélo con polvo
fluorescente (naranja), flores s6lo con colorante (azul) y flores que no presentaron marcador
(ninguno, amarillo) en los vecindarios reproductivos. Para referencia de los estadisticos circulares,
ver Tabla 9.

41



x]
b
o)
a
)
[X=]
[==]

0. tomentosa

1536-180

Palo

Colorante === PoloyColorante Minguna

Fig. 13. Continuacién. Orientacién y frecuencia por especie (Cylindropuntia imbricata y Opuntia
spp.) de las flores en las distintas categorias: flores con colorante y polvo fluorescente (ambos,
verde), flores s6lo con polvo fluorescente (naranja), flores s6lo con colorante (azul) y flores que no
presentaron marcador (ninguno, amarillo) en los vecindarios reproductivos. Para referencia de los
estadisticos circulares, ver Tabla 9

5.2.3 Distancia del flujo

Se realiz6 una ANOVA de dos vias para probar el efecto de la especie y el marcador
sobre la distancia a la que se disperso el polen de la planta focal, se descarté a C.
imbricata para este analisis debido a que no se tenian datos suficientes. No se
present6 un efecto del tipo de marcador que se usé6 en las distancias alcanzadas
F@,145=2.69 P=0.102, ni de la interacciéon entre el tipo de marcador y la especie
F(5145=1.64 P=0.153; pero se encontré un efecto de la especie sobre la distancia del
polen Fp, 145=5.78, P=0.0038. Para O. cantabrigiensis se encontré una distancia
promedio de 19.053 m, para O. robusta 22.825 m, para O. streptacantha 16.026 m y
para O. tomentosa 22.440 m. A través de una prueba Tukey HSD se buscé entre qué
especies existe diferencias significativas sobre las distancias alcanzadas por el polen
de la planta focal, donde O. streptacantha y O. tomentosa son significativamente
diferentes (P=0.02), es decir, la especie a la que el polen marcado viajé6 a menor
distancia fue O. streptacantha y a la que el polen marcado viaj6é a mayor distancia fue
O. tomentosa.
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5.2.4 Correlaciones

Se encontré que existe una relaciéon positiva entre el namero de individuos
reproductivos de cada especie con el nimero de reproductivos con polen marcado
(con polvo o colorante, Tabla 9); es decir, a mayor ndmero de individuos
reproductivos, mayor namero de individuos reproductivos con polen marcado.
Mismo comportamiento que se observo entre el nimero de flores por especie contra
el nimero de flores por especie con polen marcado (Mientras mayor sea el namero
de flores abiertas, mayor es el nimero de flores con polen marcado, Anexo 2). La
tnica relacion negativa que fue significativa ocurrié entre el nimero de flores de O.
streptacantha contra el namero de flores de O. tomentosa con polen marcado, sea con
polvo o colorante (Anexo 2), lo que dice que a mayor ntimero de flores O.
streptacantha, menor es la incidencia de polen marcado en O. tomentosa.

Tabla 9. Estadistico p de Spearman, donde sélo se muestran las
correlaciones significativas del analisis multivariado para el nimero
de reproductivos contra el nimero de plantas con polen marcado.

Variable ‘I:::iable p de Spearman  Prob>|p|
NpolvoOcan  NrepOcan 0.7492 <.0001
NpolvoOrob  NrepOrob 0.6303 0.0002
NpolvoOstre = NrepOstre 0.8392 <.0001
NpolvoOtom NrepOtom 0.7872 <.0001
NcolorOcan  NrepOcan 0.6211 0.0002
NcolorCimb  NrepCimb 0.3741 0.0417
NcolorOrob  NrepOrob 0.5743 0.0009
NcolorOstre =~ NrepOstre 0.7067 <.0001
NcolorOtom  NrepOtom 0.6456 0.0001

Npolvo= = namero de plantas reproductivas con polen marcado con polvo fluorescente
Ncolor= = naimero de plantas reproductivas con polen marcado con colorante vegetal.
Y se utiliza la abreviatura de la especie de Opuntioidea como Ocan= O. cantabrigiensis;
Orob= O. robusta; Ostre= O. streptacantha; Otom= O. tomentosa; Cimb= C. imbricata.
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6. Discusion

En este estudio se evalu6 el flujo de polen de Opuntia tomentosa a través de dos
métodos de marcaje: polvo fluorescente y colorante vegetal. Esto para saber si los
analogos de polen (i.e. polvos fluorescentes) estiman un flujo polinico diferente al
real (que en este trabajo fue medido con colorantes vegetales) en los vecindario
reproductivos estudiados; de acuerdo a la frecuencia de flores por especie, a la
distribuciéon angular de las flores con marcador y a la distancia de los mismos. En el
sistema evaluado, no existen diferencias significativas entre los marcadores, sin
embargo, la presencia de los marcadores pueden afectar negativamente el

desemperio del polen.

6.1 Pruebas de viabilidad

Encontramos que los métodos de marcaje disminuyen el fruit set y el seed set. Las
polinizaciones controladas muestran que se disminuye en 10% la formacién de
frutos en el tratamiento de tincion con colorante vegetal y 3.33% en el tratamiento
de polvos, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas, aunque son
cualitatvias en una evaluacion global dado que se mantiene el mismo patréon en
todos los resultados. Respecto al seed set, se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos, donde se observd una clara disminuciéon en el ndmero de
semillas en relacién al control, pues en el tratamiento de polvos fluorescentes el
ntimero de semillas disminuy6 un 16% y en el tratamiento con colorante vegetal

cerca de un 38%.

En el caso de las tinciones, encontramos que para el azul de anilina el porcentaje de
polen viable con polvo fluorescente (71.73%) es el que mas difiere del control

(79.80%), y en la tincién de Alexander el porcentaje que maés difiere del control
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(64.20%) es el de colorante vegetal (56.30%). Lo descrito en ambas tinciones marca la
ambigiiedad que pueden tener los criterios de evaluacién de cudndo un grano ya no
es viable (Rejon et al. 2010), pues éstos llegan a tomar coloraciones intermedias que
ponen en conflicto al evaluador. Sin embargo, al tomar a las pruebas en conjunto,
podemos decir que la presencia de colorante vegetal afecta significativamente y
negativamente la formacion de semillas, lo que se debe tomar en consideracion si se
desea aplicar como método de marcaje polinico, sobre todo en poblaciones que se
ven limitadas por polen, es decir, aquellas donde se producen menos frutos o
semillas de las que se producirian si la recepcion de polen fuera adecuada (Knight
et al., 2005). La utilizacién de los colorantes podria reducir la viabilidad de los granos
marcados, como se observé en Opuntia tomentosa, que para la prueba de azul de
anilina el porcentaje de granos viables se redujo 8%, para la tincion de Alexander
12.3% y el nimero de semillas formadas disminuy6 un 38%. El efecto que tienen los
marcadores sobre el desempeno del polen no es un factor que se tome en
consideracion en los estudios de flujo de polen revisados (ver Waser y Price, 1982;
Thomson et al., 1986; Adler e Irwin, 2006; Van-Rossum et al., 2009) sin embargo
nosotros proponemos que sea un requisito para los mismos, pues puede tener un
efecto negativo en la poblaciéon. Adicionalmente, se debe considerar el desemperfio
de las semillas, pues cabe la posibilidad de que se presente un efecto tardio de los
marcadores sobre la germinacién y el crecimiento (Lacey, 1996). El marcaje con
colorantes vegetales tiene limitaciones, pues ademads de afectar a la viabilidad de los
granos de polen, su utilizacién también requiere de la exploracién minuciosa de
cada flor abierta para poder ubicar los granos de polen pintado, lo cual implica un
esfuerzo de horas hombre de 5-10 min/flor, en comparacién a 2 min/flor con el

polvo fluorescente bajo luz negra (Martinez Ramos obs. pers.).

Por lo anterior, el uso de colorantes vegetales como marcador mostré6 mayores
desventajas repecto a los polvos fluorescentes. No obstante, una evaluacion

completa debe incluir el potencial efecto que tienen estos marcadores en los
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polinizadores. La composicion de los colorantes por ser vegetales y de origen natural

puede ser una ventaja, en contraste a los polvos fluorescentes que son de plastico.

6.2 Flujo de polen

6.2.1 Tablas de contingencia y Fenologia floral

Durante el estudio, se presentaron flores de las cinco especies, sin embargo, la
frecuencia de flores abiertas de cada una fue distinta, siendo O. tomentosa la que tenia
mas flores (80.13%), seguida de O. streptacantha (4.97%), O. cantabrigiensis (4.88%), O.
robusta (20.83%) y C. imbricata (11.54). El flujo de polen se empez6 a medir cuando
inici6 la floracién de O. tomentosa (abril a mayo), momento en el que la floracién de

las demas especies era mucho menor (fig. 11).

Las plantas del desierto exhiben fenologias fuertemente relacionadas a la
disponibilidad de humedad, temperatura, fotoperiodo y disponibilidad de
nutrientes (Alvarado-Véazquez, 2003); por lo que era de esperarse que la aparicion
de flores fuera simultdnea entre las Opuntioideae en las condiciones adecuadas. Las
especies de esta subfamilia generalmente tienen una tinica temporada reproductiva
durante la primavera (solamente las especies cultivadas pueden presentar otra
fenologia, pues son obligadas a producir estructuras reproductivas, método
conocido como “scozzolatura”, Nerd y Mizrahl, 1995; Reyes-Agitiero et al., 2006). En
particular, O. tomentosa present6 una floracion tardia en comparacién a las demas
especies de Opuntioideae. Murali y Sukumar (1994) encontraron en un bosque seco
tropical que especies de menor incidencia tendian a florecer antes, durante la
temporada seca, y concluyen que esto podria ser una adaptacién para evitar el riesgo

a la transferencia de polen heterospecifico o a la competencia por polinizadores.
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Algo similar ocurre con dos especies simpatricas del género Narcissus, pues existe
un desplazamiento temporal en la floracién de ambas y esto, junto con otros factores,
posiblemente limita la deposicién de polen heterospecifico (Marques et al., 2007). Por
lo que este desplazamiento puede ser una estrategia en contra de la incidencia de
polen heterospecifico y al mismo tiempo para asegurar la visita de los polinizadores

disponibles.

De acuerdo a la segunda tabla de contingencia, la presencia de alguno de los
marcadores depende de la especie que florece, donde 90.94% de las flores con algin
marcador pertenecen a O. tomentosa, sin embargo esto es efecto de la frecuencia, pues
a pesar de la gran cantidad de flores de O. tomentosa, lo que es una consecuencia
directa de la frecuencia, pues a pesar de la gran cantidad de flores de O. tomentosa,
notamos que también los marcadores se encontraban en las flores abiertas de O.
streptacantha, en la mitad de O. cantabrigiensis y en 20% de O. robusta (tabla 8). Esto
refleja que los polinizadores no tienen una constancia sobre la planta focal, como la
tiene Megachile sp. sobre Narcissus ssp.(Marques et al., 2007) o la abeja solitaria
Ceratina flavipes sobre especies de jardin en Japon (Kobayashi-Kidokoro e Higashi,
2010). La ausencia de constancia aumenta la posibilidad del flujo de polen
interespecifico, que no sé6lo resulta ser una pérdida de PC (polen conespecifico;
Waser, 1978; Morales y Traveset, 2008), sino también a la posible transferencia de
PH (polen heterospecifico), que en especies cercanas sin barreras reproductivas se

puede traducir a hibridaciéon (Brown y Mitchell, 2001; Morales y Traveset, 2008).

Se ha reportado que los miembros del género Opuntia llegan a presentar hibridacién
(Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001). Los hibridos de Opuntia tienen caracteristicas
morfolégicas intermedias entre sus progenitores, pueden ser fértiles e incluso son
capaces de cruzarse con alguno de sus progenitores (Pinkava et al., 1985); sin
embargo esto no se debe tomar como una generalidad, pues se ha reportado que

especies de este género también han presentado marcada separacion genética entre
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sus poblaciones (Mufoz-Urias, et al., 2008). La hibridaciéon también es considerada
como una interferencia reproductiva (Nishida et al., 2014), pues el producto resulta
tener, en comparacion de los progenitores, baja viabilidad, fertilidad y se sacrifica la
produccion de progenie mas fértil (Takakura, 2012). Por lo anterior, no podemos
descartar la posibilidad de hibridacién, sobre todo con O. streptacanthay O. robusta,
pues son las especies que recibieron mayor cantidad de PH, medido por la presencia
de polen de O. tomentosa marcado con colorante y polvos fluorescentes. El compartir
polinizadores ya se ha reportado (e.g., Levin y Anderson, 1970; Waser, 1978; Liao et
al., 2011; Muchhala y Thomson, 2012), sin embargo la transferencia de PH se ha
sobrellevado con los cambios en la arquitectura floral (Weberling, 1992), con los
mecanismos de incompatibilidad (Harder et al., 1993; Li y Newbigin, 2002) o con el
desplazamiento temporal. Asimismo no se puede descartar la existencia de
polinizadores compartidos con C. imbricata, ya que se encontraron tres flores con
polen marcado de las 24 que abrieron durante todo el muestreo, esto se puede deber
a que las flores de O. tomentosa 'y C. imbricata difieren tanto en color como en tamafio
(Fig. 6), como sucede en Stelis hymenantha y S. inmersa, que debido a su morfologia
floral y a la diferencia en tamafios, presentaron visita de polinizadores distintos

(Albores-Ortiz y Sosa, 2006).

6.2.2 Distribucién angular de las flores

No hubo direccién angular con mayor frecuencia en las flores con marcador, por lo
que se puede inferir que la direccion angular de las flores no es un factor
determinante en el forrajeo de los visitantes; esto es similar a lo encontrado por Ciar
y colaboradores (2013) en el forrajeo de la especie Tetragonula biroi, pues observaron
que no existe una preferencia de estas abejas sobre el angulo en el que se encuentren
los recursos y que el forrajeo es mas bien dirigido por las condiciones ambientales

como la velocidad y direccién del viento y por los sitios donde hay una mayor
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cantidad de recursos, que se puede traducir a una mayor cantidad de flores; una alta
densidad de flores aumenta el atractivo hacia los polinizadores, ya que
frecuentemente esta asociado a tasas altas de recompensas y reduce el tiempo de

“viaje” (Grindeland et al., 2005; Nattero et al., 2011; Essenberg, 2012).

La medicién en la que coinciden todas las especies es en la distribucién de los
individuos que no presentaba ningtn marcador, es decir, las plantas que no atraian
a visitantes de la planta focal. El rango por el que estaban estos individuos era de
181° hasta 225°, una posicién Sur suroeste. Segin el archivo meteorolégico de
Cadereyta de Montes los vientos se originan desde la posicién Noreste hacia una
posicion Suroeste. Esa corriente de aire pudo haber afectado la preferencia de
forrajeo de los visitantes, o dicho de otro modo, una corriente directa afectaria el
vuelo de abejas y por tanto evitaran la interacciéon con esa corriente y asi no llegarian
a las plantas que se encuentren en la posicién a la que va el viento (Thorp y Robin,
1996). Esta corriente de aire también pudo tener influencia sobre la deposicién de
los marcadores en las pocas plantas con flores marcadas en Sur suroeste (Fig. 13),
Gaudeul y Till-Bottraud (2004) probaron la dispersion de polvos fluorescentes via
viento y via polinizadores y encontraron que el viaje del polvo dado exclusivamente
por el viento llega a ser menor de 10 m, pero que esta dispersion no tenia gran
impacto en la reproducciéon en comparacioén a la dispersion por polinizadores, lo que
nos dice que el movimiento de los polvos fluorescentes hacia la posiciéon Sur suroeste

es mayormente debido al viento que a los polinizadores.

6.2.3 Distancia del flujo

En este estudio no se present6é un efecto del tipo de marcador que se usé en las

distancias alcanzadas por el polen, ni de la interacciéon entre el tipo de marcador y
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la especie, contrario a lo reportado por Thomson y colaboradores (1986), donde el
polvo fluorescente tiene una dispersién mayor respecto al flujo real de polen; o lo
reportado por Campbell y colaboradores (1991), quienes compararon la exportacion
de polen real con la exportacion de polvos y encontraron que existe una
subestimacion del marcador; estos resultados nos dice que los polvos fluorescentes
es un buen método de marcaje, ya que estimaron el flujo real de la especie focal en
el sitio evaluado, sin embargo, debemos considerar que el viento afect6 la
distribuciéon obtenida por los polvos fluorescentes, lo que dice que la ausencia de

viento es preferible para la evaluacién de flujo.

Respecto al flujo, se encontré que hay efecto de la especie sobre el movimiento del
polen pero esto se debe a que las flores presentes en el estudio en su mayoria
pertenecieron a O. tomentosa. En un estudio hecho por Cabrera (2011) se evalu6 la
proporcién de polen que llega a las plantas de O. microdasys segun la distancia a la
focal y se encontré que la deposiciéon de polen es indirectamente proporcional a la
distancia de las plantas receptoras, pues la mayor cantidad de polen de Opuntia
microdasys se desplaza a distancias cercanas a la planta focal (<22 m), favoreciendo
la geitonogamia y haya mayor niimero de autocruzas. Las plantas con presencia del
polen marcado de O. tomentosa se encuentran en promedio a 22.44 m, pero se
alcanzaron distancias mayores a esta (30.25 m, por lo menos una vez en cada
vecindario); la visita de flores a distancia cortas se adjudica a la conducta frecuente
de varios visitantes florales, que tienen la tendencia de visitar flores cercanas o de
una misma planta (Ciar et al., 2013), incrementando la autogamia y la geitonogamia
(Harder y Barret, 1996), la visita de polinizadores en las mayores distancias mayores
posiblemente se deba a la baja disponibilidad de flores a distancias més cortas
(Albrecht et al., 2009). En las especies que son autoincompatibles o que tienen altos
niveles de depresiéon endogamica, la autogamia y la geitonogamia abaten
considerablemente la produccién de frutos y semillas, como es el caso de Opuntia
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microdasys (Carrillo-Angeles et al., 2011), pero en especies como O. tomentosa que hay
autocompatibilidad, esta puede ser una estrategia para asegurar la produccién de
semillas. Richards (1986) menciona que una ventaja de los sistemas de cruza mixtos
es que una parte de la progenie tiene mayor variabiliad genética por recombianciéon
en la alogamia y otra parte mediante la autogamia mantiene y dispersa el genotipo

probado en el ambiente.

6.2.4 Correlaciones

Los resultados indican que la presencia de ambos marcadores esta directamente
relacionada con el nimero de plantas reproductivas y en consecuencia con el
nuamero de flores presentes; esto tienen que ver con el atractivo de las zonas de alta
densidad floral y la cantidad de recompensas disponibles para los polinizadores,
pues se ha encontrado que a mayor cantidad de flores, mayor es la tasa de visitas de
polinizadores, como lo observado en Digitalis purpurea (Grindland et al., 2005) y en
Nierembergia linariifolia (Nattero et al., 2011), este tipo de comportamiento en los
polinizadores se lo atribuye a que arreglos densos optimizan la obtencién de

recursos y reduce el tiempo de colecta (Esseberg, 2012).

Se encontré una relacion negativa entre el namero de flores con marcador de O.
tomentosa y el namero de flores de O. streptacantha; lo que puede interpretarse como
una interferencia reproductiva, ya que la presencia de flores de O. streptacantha
disminuye la deposiciéon de PC sobre las flores de la especie focal y aumenta la
posibilidad de que O. tomentosa reciba PH; derivandose en una posible disminucién
del éxito reproductivo de O. tomentosa, ya sea por una disminucién de semillas
producidas, como sucede Hieracium floribundum (Thomson y Andrews, 1981) o, por

ser especies cercanas, produciendo semillas hibridas que pueden ser abortadas
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(Harder et al., 1993) o que pudieran competir con las semillas de O. tomentosa, como
sucede en dos especies de Lythrum (Brown y Mitchell, 2001). Es posible que la
poblaciéon de la especie focal reduzca los efectos perjudiciales con la separacion de
su pico de floracion del pico de las otras especies de Opuntioideae con las que
coexiste en el sitio de estudio. Ademés, la interferencia reproductiva y el descuento
de polen podria ser una de las razones que explican la produccién tan alta de granos
de polen pues, como menciona Waser (1978), s6lo una pequena fracciéon de todo el
polen esta involucrada con la fecundacién en los sistemas reales, debido a la pérdida
en su transporte entre flores y que gran proporcién del polen es ofrecida como
recompensa a sus polinizadores; por ejemplo, s6lo el 4% de todo el polen fue tanto
viable como depositado con éxito en un estigma, en experimentos de polinizaciéon

de Phlox glabberima con mariposas (Levin y Berube, 1972).

7. Conclusiones
* Los dos marcadores del polen permitieron evaluar y de forma equivalente

que la mayor distancia de deposicién del polen de Opuntia tomentosa es a corta
distancia (< 25 m). Por ello, el radio de 30 m utilizado como distancia para

delimitar el area del flujo de polen de O. tomentosa es adecuado.

« El polen tefiido con colorantes vegetales redujo el seed set de la especie focal,
por lo que en especies en riesgo, que formen pocas semillas es una desventaja
que debe considerarse. .

 Existe evidencia de movimiento de polvo fluoresecente, y no del polen, en la
direcciéon que sopla el viento, y puede constituir una sobreestimacion del flujo

de polen que requiere animales para su dispersion.

« La separaciéon temporal en la floracion de Opuntia tomentosa favorece la

deposiciéon de polen conespecifico.

« No hay diferencias en las estimaciones de ambos marcadores
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» La presencia simultanea de flores de otras especies de Opuntioidea propicia

la deposicion de polen marcado de manera heteroespecifica.

« La deposicion de polen heterospecifico sugiere que en ausencia de barreras

reproductivas, la hibridacién es probable.

» Solo se encontrd polen marcado con polvo fluorescente sobre tres flores de C.
imbricata, lo que indica que posiblemente comparte algunos polinizadores

con O. tomentosa, pero la frecuencia es muy baja.

« La deposiciéon de polen sugiere que el movimiento de los polinizadores es
influido por la cantidad de flores y no por el a&ngulo ni la distancia en la que

se encuentran en los vecindarios reproductivos.
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Anexo 1.

Lactofenol con azul de anilina. Técnica para determinar la viabilidad de polen
(tomada y modificada de Lépez et al., 2005)
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Reactivos:

Agua destilada 20 mL

Acido lactico (85% o mayor) 20 mL

Cristales de fenol 20g

Azul de anilina (soluble en agua) 005¢g

Glicerol 40 mL
Procedimiento

Para la preparacion. Disolver los cristales de fenol en el acido lactico, afadir el
glicerol y el agua; siempre agitar suavemente. Finalmente se afiade el azul de
analina. Este colorante debe ser evaluado constantemente ya que pierde su
efectividad con el tiempo; se recomienda prepararlo diariamente o semanalmente.
Mantener en oscuridad, a temperatura ambiente. Por su toxicidad, se recomienda
neutralizarlo con hipoclorito de sodio antes de desecharlo.

Anexo 2

Prueba no paramétrica, p de Spearman.

p de
Variable Por variable Spearman Prob>|p]|
NrepCimb  NrepOcan  0.4643 0.0097
NrepOrob NrepOcan 0.5372 0.0022
NrepOrob NrepCimb  0.6581 <.0001
NrepOstre =~ NrepOcan 0.379 0.0389
NrepOstre ~ NrepCimb  0.2103 0.2647
NrepOstre =~ NrepOrob 0.1766 0.3504
NrepOtom  NrepOcan  0.2346 0.212
NrepOtom  NrepCimb  0.2213 0.24
NrepOtom  NrepOrob 0.1663 0.3798
NrepOtom  NrepOstre  -0.3048 0.1014
NpolvoOcan NrepOcan  0.7492 <.0001
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