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RESUMEN

El estudio de la biologia reproductiva de las plantas, es decir como funcionan las flores
para promover la polinizacion y el apareamiento, es fundamental para entender la
evolucion de las angiospermas ya que determina la forma en la que transmite la
informacion genética de una generacion a la siguiente y como se establece una red de
interacciones con polinizadores, visitantes florales y florivoros. La diversificacion de las
flores en cuanto a su forma y su funcion determinan una amplia variedad de sistemas
de apareamiento y estrategias reproductivas. En el presente trabajo se estudio la
biologia reproductiva de un cactus clonal endémico de México, Opuntia cantabrigiensis
en la localidad de Cadereyta de Montes, Querétaro, con el objetivo de determinar su
sistema de apareamiento, sistema de cruzamiento y sindrome de polinizacion. Para
establecer el sistema de apareamiento se examinaron caracteristicas florales como la
fenologia reproductiva, el ciclo de apertura y cierre, medidas morfométricas,
hercogamia, dicogamia, relacién polen:6vulo, y viabilidad del polen. Se realizaron
experimentos de polinizacion controlada (autocruza natural, autocruza manual,
entrecruza y geitonogamia) siguiendo un disefio de bloques aleatorios para determinar
el sistema de cruzamiento y estimar la presencia de depresibn endogamica.
Adicionalmente a partir de observaciones de actividad y colecta de individuos se
caracterizo la identidad y frecuencia de los visitantes florales.

El periodo de floracion de Opuntia cantabrigiensis en la localidad de Cadereyta de
Montes duré de cinco a seis semanas iniciando en el mes de abril (2015 y 2016). La
fructificacion abarc6 de mayo a julio y desde la antesis hasta la maduracién de los
frutos transcurrieron alrededor de 106 (+ 0.253 EE) dias. Las flores son actinomorfas,
homoégamas y diurnas, presentan hercogamia y su relacion polen:6vulos es de
~]1,384:1. Tienen un ciclo floral que dura 10 (£ 0.17 EE) horas en promedio con un pico
maximo de apertura del perianto entre las 12 y 13 h, lo cual coincide con la mayor
receptividad del estigma y con una elevada frecuencia de visitas florales. El indice de
entrecruza (OCI) indic6 que Opuntia cantabrigiensis presenta un sistema de
apareamiento de tipo xendégamo obligado, lo cual fue corroborado con los experimentos
de polinizacion controlada, éstos mostraron que la especie requiere de vectores de
transporte de polen porque es incapaz de autopolinizarse y sugieren la existencia de
autoincompatibilidad parcial. Los tratamientos autogamicos no fueron exitosos pero los
geitonogamicos si, debido posiblemente a mutaciones somaticas o a variaciones en la
recombinacion. La tasa de entrecruzamiento (te=0.96) indica un sistema de entrecruza,
ademas se encontré alta depresion endogamica a nivel de produccion de frutos
(6=0.966) y semillas (6=0.52). Los visitantes florales mas frecuentes pertenecen a los
géneros de abejas solitarias Diadasia, Lithurge y Ceratina; dadas las caracteristicas y
conductas florales halladas, se propone un sindrome de polinizacién por melitofilia.



l. INTRODUCCION

1.1 Biologia reproductiva de las angiospermas

Las angiospermas comprenden a todas las plantas con flor y constituyen el grupo mas
exitoso dentro del reino Plantae (Richards, 1986). Se postula que surgieron en el
Jurasico tardio, tuvieron una rapida diversificacion durante el Cretacico temprano y
actualmente son dominantes en la mayoria de los ecosistemas de la Tierra (Dilcher,
2000). Constituyen un grupo monofilético con caracteristicas particulares como la
presencia de flores, 6vulos contenidos en carpelos y doble fecundacion con la
formacién de endospermo (Cevallos, 2013).

Algunas de las ventajas que presentan las angiospermas y que se relacionan con su
éxito reproductivo y su amplia radiacion y colonizacién son: flores hermafroditas y
reducidas en tamafo para una fecundacion mas rapida, proteccion de los primordios
seminales dentro de los carpelos y por ultimo la polinizacidn mayormente por zoogamia,
la cual es mas eficiente y econdémica que la anemogamia (Benitez et al., 2006).

La flor es la unidad estructural y funcional especializada en la reproduccion, esta
implicada en los fendmenos de polinizaciéon y fecundacién y, por lo tanto, en todos los
sucesos que conducen a la formacion de frutos maduros y semillas (Cronquist, 1981).
El periodo de floracion esta determinado por factores externos como la temperatura, el
fotoperiodo y la humedad y por factores internos como hormonas y nutrientes
(Cronquist, 1981; Reyes-Aguero et. al., 2006).

Las flores tipicas presentan cuatro verticilos: el caliz constituido por sépalos, la corola
por pétalos, el androceo por estambres y el gineceo por carpelos, todos éstos unidos al
eje floral o receptaculo. Los dos primeros son elementos estériles asociados con
funciones de proteccion, atraccion de polinizadores y dispersién del polen, mientras que
los dos restantes constituyen la seccion fértil. El androceo estd compuesto por
esporofilas modificadas portadoras de sacos polinicos dentro de los cuales se forman
los granos de polen. El gineceo representa el 6rgano reproductivo femenino integrado
por un estigma, un estilo y una camara ovarica que posee o6vulos distribuidos en su
interior (Wengier, 2008).

Las caracteristicas florales de las plantas que son polinizadas por animales estan



sujetas a presiones de seleccion que se relacionan con la efectividad en la dispersién
del polen, y aseguran una maxima adecuacion por medio de la produccion de semillas
viables. Estas caracteristicas se interpretan como adaptaciones evolutivas que permiten
una transferencia 6ptima de los gametos entre los individuos de una misma especie
asegurando asi la fecundacion (Harder y Barrett, 1996).

En las angiospermas, los sistemas de reproduccién sexual varian ampliamente y son
complejos. Pueden ser clasificados en monomorficos, los cuales se caracterizan porque
todos los individuos en una poblacion presentan flores semejantes en cuanto a la
expresion del sexo y polimdérficos cuando los individuos de una poblacion tienen flores
de mas de un tipo. Los sistemas sexuales monomorficos pueden tener flores
exclusivamente bisexuales o individuos que presenten flores unisexuales masculinas y
femeninas (monoico), o incluso individuos que presenten flores unisexuales mezcladas
con bisexuales (ginomonioco, andromonoico Yy trimonoico). En los sistemas
polimérficos, los individuos sélo pueden tener un tipo de flor, de tal modo que se
requiere al menos de dos tipos de individuos para formar semillas; las flores presentes
en esos individuos pueden ser unisexuales estrictamente (masculinas o femeninas)
formando sistemas dioicos; o bien existir individuos bisexuales mezclados con
unisexuales (Bawa y Beach, 1981).

El sistema reproductivo de las cactaceas incluye combinaciones de dos o mas métodos
reproductivos (sexual, asexual y clonal). Esta versatilidad, presente en algunos géneros
de la familia, puede desempefiar un importante papel en la estrategia ecoldgica de
adaptacioén a la aridez, ya que, al ser mediados por factores ambientales, sugieren que
los sistemas genéticos pueden exhibir plasticidad fenotipica (Arias, 2013).

Dentro de los sistemas de reproduccién sexual existe un gradiente continuo entre
diferentes mecanismos, que van desde la autopolinizacibn obligada, hasta la
polinizacion cruzada obligada. Esta dltima es favorecida por alelos de
autoincompatibilidad que generan patrones de flujo génico particulares (solo entre
individuos que no presentan los mismos alelos) e impiden la autopolinizacion.
Aparentemente, la evolucion de estos sistemas de autoincompatibilidad ha evitado la
endogamia y sus efectos negativos (Charlesworth y Charlesworth, 1987). Otra forma de

reproduccion es la clonal que, en las plantas con flor presenta una gran diversidad de



estrategias (0 medios) tales como el desarrollo de estolones, bulbos y propagulos de
diferentes tipos, que no son excluyentes de otras formas de reproduccion. La principal
ventaja evolutiva de la reproduccion asexual y clonal, es el costo energético
relativamente bajo, dado que no se necesita invertir en estructuras y procesos
accesorios (produccion de néctar, polen y flores). Se ha encontrado que la propagacion
clonal puede ser muy comun en plantas de ecosistemas extremos como estepas,
sabanas, marismas salobres, desiertos, acantilados y praderas alpinas, y llega a estar
presente entre el 45 y 80% del total de las especies (Richards, 1986; Carrillo-Angeles y
Mandujano, 2011). La propagacion clonal, usualmente permite una dispersion muy
limitada, lo que podria ser una desventaja, sin embargo puede favorecer combinaciones
de genes que fueron previamente producidos por reproduccion sexual y que resultan
ventajosos en cierto ambiente (Carrillo-Angeles y Mandujano, 2011). La reproduccién
clonal es muy exitosa en algunas especies; sin embargo, en algunas circunstancias
predomina la reproduccién sexual, o bien un sistema facultativo donde se mezclan
diferentes formas de reproduccién (Arias, 2013).

La clonalidad tiene consecuencias sobre los patrones de flujo de polen, ya que si hay
muchos organismos genéticamente iguales en cortas distancias, aumenta la
geitonogamia, lo que conduce a una baja en la adecuacién por depresién endogamica
(Mandujano et al., 2010).

El reclutamiento clonal frecuente puede reducir la entrecruza e incrementar la autocruza
(por ejemplo la autogamia y la geitonogamia), determinando los niveles de variacién y la
estructuracion genética de las poblaciones (Carrillo-Angeles y Mandujano, 2011).

Las formas de crecimiento clonal son muy diversas, pero existen algunas
clasificaciones que facilitan el entendimiento de esta variacion. Tiffney y Niklas (1985)
propusieron cuatro tipos principales de crecimiento clonal: (1) Establecido, dado por el
inicio del desarrollo de un organismo individual a partir de un propagulo vegetativo;
(2) Restaurativo, que se refiere a la reparacion de un dafo local en el individuo
mediante la formaciéon de callo, pero sin regeneracion de 6rganos completos cuando
éstos se pierden (3) Regenerativo, que es la reparacién y el reemplazo de 6rganos
danados y (4) Reproductivo, dado por la multiplicacién del individuo fisiolégico donde se

generan vastagos independientes. Estos autores también ordenan los tipos de



crecimiento clonal en ligado y no ligado, de acuerdo a las estructuras de conexién
(Carrillo-Angeles y Mandujano 2011).

1.2 Estrategias reproductivas

El estudio de la morfologia de las flores proporciona informacion sobre el sistema
reproductivo de las especies, que es parte inicial para el conocimiento de factores que
determinan fases sucesivas dentro de su ciclo de vida. El proceso de fecundacion de
las plantas esta mediado por los sistemas de cruza y apareamiento que dictan la forma
de transmisién de la informacion genética de una generacién a la siguiente, lo que, en
altima instancia, establece la estructura genética de las poblaciones (Mandujano et al.,
2010). La evolucion y el éxito ecolégico de los diferentes grupos de angiospermas esta
asociado a su eficiencia reproductiva, que incluye mecanismos de polinizacion,
dispersiéon de semillas y establecimiento de plantulas (Reyes-Aguero et al., 2006).

La reproduccién sexual en las plantas con flor se puede analizar en dos niveles, el
primero de ellos corresponde al estudio del sistema de apareamiento (breeding system)
gue se refiere a las caracteristicas reproductivas (funcionales o morfolégicas) a nivel de
flor, individuo o poblaciéon que brindan las oportunidades o condiciones para que se de
la autogamia y/o la entrecruza (Wyatt, 1983; Richards, 1986; Vogler y Kalisz, 2001); el
segundo nivel abarca el estudio de los sistemas de cruzamiento (mating system), que
se refiere al patrén de transmision de los genes a través de las generaciones para
formar semillas (autocruza, entrecruza o0 un sistema mixto, este Ultimo combina
autocruza y entrecruza en diferentes proporciones) (Brown, 1990). La diversificacion
gue han tenido las flores en cuanto a su forma y su funcién esta asociada con una
amplia variedad de estrategias de apareamiento y sistemas reproductivos (Eguiarte et
al., 2007; Mandujano et al., 2010).

1.2.1 Sistema de apareamiento (breeding system)

La reproduccion involucra el proceso previo y posterior a la polinizacién, que se traduce
en la fecundacion de los 6vulos. Existen estrategias asociadas a los sistemas

reproductivos que promueven la fecundacion cruzada, evitan los efectos negativos de la



endogamia y disminuyen el desperdicio del polen, por ejemplo: la dicogamia, la
hercogamia y los sistemas de incompatibilidad que impiden la autofecundacién (Lloyd,
1979; Lloyd y Webb, 1986; Eguiarte et al., 1992). La dicogamia es la separacion
temporal de las funciones masculinas y femeninas de una flor y, por si misma, puede
generar, en alguna proporcion, fecundacion cruzada. Asi, existen especies
protandricas, en las cuales primero se ofrece el polen y luego maduran los estigmas
como se ha observado en el género Ariocarpus (Martinez-Peralta y Mandujano, 2011).
En las especies protoginas, el proceso es al revés: primero los estigmas maduran o son
receptivos y posteriormente el polen se libera de las anteras. Sin embargo, si no todas
las flores de una planta funcionan sincronicamente con estas fases, puede haber
geitonogamia, que es autofecundacion con polen de la misma planta, aunque de otra
flor (Lloyd, 1979; Lloyd y Barret, 1996; Eguiarte, 1990; Bertin, 1993).

La hercogamia, se refiere a la separacion espacial entre las funciones masculinas y
femeninas de una flor hermafrodita (Lloyd, 1979; Lloyd y Webb, 1986), caracteristica
reportada por ejemplo en Opuntia imbricata (Mc Farland et al., 1989) y Peniocereus
striatus (Ibarra-Cerdefia et al., 2005). Se puede esperar que el grado de autofertilzacion
disminuya mientras mayor sea la distancia entre la parte femenina y la masculina. Asi
mismo, existen plantas con flores masculinas y femeninas de manera separada dentro
del mismo individuo (monoicas), o en individuos masculinos y femeninos (dioicas). El
dioicismo es mas comun en plantas que son polinizadas por el viento, por insectos
pequefios y generalistas, asi como por vertebrados (Eguiarte, 1990), aunque hay
ejemplos en cactaceas donde poblaciones dioicas son polinizadas por insectos como
ocurre en Opuntia robusta (del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988; del Castillo y
Trujillo-Arqueta, 2009).

Los multiples disefios florales, tienen una influencia directa en la frecuencia con la que
se unen los gametos de los individuos no emparentados para formar un cigoto. Por
ejemplo, las flores hermafroditas que son autocompatibles y presentan poca
hercogamia aumentan las posibilidades de autofecundacién y en consecuencia de
endogamia, pues se incrementa la interferencia polen-estigma (Lloyd, 1979; Lloyd y
Webb, 1986). En cambio, la fecundacion cruzada se promueve con disefios florales
especializados (como polimorfismo estilar o heterostilia) y/o cuando la cantidad de



polen aumenta. Por lo tanto, dichos atributos florales tienen una repercusion directa
sobre la distribucion de la diversidad genética de las poblaciones, pues aumentan o
reducen la endogamia (Holsinger, 2000) y/o la interferencia (Lloyd, 1979).

En términos generales, la determinacion del sexo tiene dos componentes, uno genético
y otro ambiental. En muchas plantas el componente genético es importante. Tal es el
caso de especies dioicas que poseen cromosomas sexuales, al igual que la mayor
parte de los animales (Richards, 1986). El diocismo es secundario y se obtiene por la
supresion de un sexo en una flor; por ello en muchas poblaciones dioicas se pueden
encontrar vestigios del otro sexo, como se observa en Opuntia stenopetala (Orozco-
Arroyo et al., 2012; Flores-Renteria et al., 2013), en O. robusta (del Castillo y Gonzalez-
Espinosa, 1988; del Castillo y Trujillo-Arqueta, 2009) y en Echinocereus coccineus
(Hoffman, 1992).

Ornduff (1969) sostiene que la disposicion de los verticilos sexuales en las plantas, asi
como las variaciones en el tamafio de sus estructuras a través del tiempo han
determinado la evolucion de los sistemas reproductivos, tendiendo a la reduccion del
costo energético por flor al facilitar la autopolinizacién.

El sistema de apareamiento se puede evaluar con la proporcién polen:6vulo (Cruden,
1973). Esta propuesta surge a partir de una revision de las especies que producen
diferente cantidad de polen y establece que conforme aumenta esta proporcion se
requiere de polinizadores y se espera una tendencia a la xenogamia (sistema en el que
se requiere polinizacién con plantas diferentes). Asi se ha sefialado que los organismos
xenégamos producen una mayor cantidad de granos de polen por 6vulo que las
especies autdgamas (Cruden 1973; Gibbs et al., 1975).

Con base en las consideraciones anteriores, Cruden (1977) propone que la evolucion
de los sistemas reproductivos de las plantas se ve acompafiada por un decremento en
la relacién polen/6vulo por flor; y plantea que la hercogamia, la dicogamia y la apertura
de la corola son caracteres esenciales para la determinacion de los sistemas de
apareamiento de las especies como son la cleistogamia, la autogamia (obligada y
facultativa) y la xenogamia (obligada y facultativa). Sin embargo, esta hipétesis tedrica
gque se construye a partir de las caracteristicas florales puede no coincidir cuando se

realizan experimentos de polinizacion, por ejemplo O. tomentosa es una especie que



presenta hercogamia y una relacion polen ovulos de =721:1; el indice de entrecruza
indica que la especie es xen6gama obligada, la proporcién polen/6vulos corresponde
con un sistema xendégamo facultativo y los experimentos de polinizaciéon concuerdan
con un sistema de entrecruza mixto, ya que la especie presenta autocompatibilidad y
ademas no requiere de polinizadores (Galicia-Pérez, 2013).

En la mayoria de las angiospermas, en especial aquellas que son xendégamas, los
polinizadores son fundamentales en la reproduccion ya que a través de su interaccion
con las plantas permiten el intercambio genético. En algunas plantas se presentan al
mismo tiempo las dos estrategias (autogamia y xenogamia), ya que los individuos de
las poblaciones realizan tanto autocruza como entrecruza y, ademas, se puede dar

conjuntamente la reproduccién clonal (Brown, 1990; Eguiarte et al., 2007).

1.2.2 Sistema de cruzamiento (mating system)

Cuando la reproduccién es sexual, los sistemas de cruza determinan la forma de
transmision de genes a la proxima generacion, lo cual en dUltima instancia sera
importante para la sobrevivencia de las poblaciones en ambientes estables o
cambiantes. El sistema de cruza, ademas de las capacidades intrinsecas de las plantas
para generar y desplazar sus gametos, depende de los polinizadores y del vecindario
genético (Brown, 1990; Barrett y Harder, 1996; Mandujano et al., 2010; Carrillo-Angeles
y Mandujano, 2011).

Los sistemas de cruza en las cactaceas incluyen tres categorias: predominantemente
entrecruza, mixto y predominantemente autocruza (Mandujano et al., 2010). La
entrecruza parece haber evolucionado para evitar la autocruza y sus desventajas,
favoreciendo una mayor variabilidad genética y una mejor sobrevivencia a largo plazo.
Entre el cambio evolutivo de las plantas con flores hermafroditas autocompatibles a las
dioicas o0 a las que presentan autoincompatibilidad (esporofitica 0 gametofitica) hay una
gama de varios pasos de separacion temporal y/o espacial de estructuras reproductivas
y distintos niveles de depresion endogamica (Wyatt, 1983). Un sistema de cruzamiento
por entrecruza promueve la variabilidad genética de la progenie en la poblacion ya que
el polen de distintas flores puede llegar a estigmas de otros individuos con la ayuda de

vectores polinizadores. Algunas investigaciones han tenido como objetivo determinar si
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existe un patron en el tiempo entre los sistemas de cruza e identificar tendencias
evolutivas. Para entender esta secuencia se han estudiado principalmente, la diversidad
genética generada por cada sistema, los efectos de la depresion endogamica, y los

mecanismos que evitan o facilitan cada proceso (Wyatt, 1983).

1.2.3 Depresion endogamica (8)

Las cactdceas que habitan zonas éaridas presentan de manera general un bajo
reclutamiento de nuevos individuos a través de la via sexual (Mandujano et al., 2001).
Este fendmeno es parcialmente explicado por una insuficiente o limitada produccion de
semillas que a su vez se relaciona con varios aspectos intrinsecos del sistema
reproductivo. Otros factores que tienen influencia son la composicién genética de la
especie, el numero de 6vulos disponibles, asi como su probabilidad de polinizacion, y la
ausencia o ineficiencia de los polinizadores (Gigon et al., 2000).

Cuando en una poblacion ocurren apareamientos entre individuos emparentados o
autofecundacién en plantas hermafroditas, se dice que existe endogamia, la cual puede
ser uniparental (autofecundacién) o biparental (apareamientos entre parientes) (Abarca
y LoOpez, 2007). Se ha propuesto que tanto la fecundacién cruzada como la
autofecundacion pueden ser puntos estables y alternativos en la evolucién de los
sistemas reproductivos (Barret y Eckert, 1990).

Como una estrategia reproductiva para que una proporcion de la progenie sea producto
de la autofecundacion y la otra parte de la fecundacién cruzada (es decir, un sistema
mixto) se han desarrollado una serie de combinaciones espacio-tiempo de las
estructuras reproductivas, de esta manera se pueden obtener tanto las ventajas de la
recombinacién genética como el mantenimiento del genotipo parental que generalmente
se encuentra adaptado a las condiciones ecoldgicas persistentes (Charlesworth y
Charlesworth, 1987).

La depresion por endogamia disminuye la viabilidad, el vigor y/o la adecuacion de la
progenie de cruzas entre individuos emparentados respecto a los no emparentados
(Waser, 1993). Esto se puede ver reflejado en un peso o tamafo disminuido en los
frutos como se ha observado en Ariocarpus fissuratus (Martinez-Peralta y Mandujano,

2011), un menor numero de semillas producidas como se ha visto en Ferocactus
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robustus (Pifia, 2000) y un porcentaje inferior de germinacién y sobrevivencia de
plantulas como ocurre en Opuntia rastrera (Mandujano et al., 1996). Sin embargo, cabe
aclarar que de manera general no es una caracteristica comunmente reportada para el
género Opuntia (Mandujano et al., 2010).

Los sistemas reproductivos que presentan las especies, se relacionan con factores
intrinsecos (como rasgos de historia de vida y filogenia) y extrinsecos (como ambiente e
interacciones biodticas). Asi, los niveles particulares de reproduccion cruzada de una
especie, resultan de la interaccion que existe entre las condiciones ambientales locales
y las caracteristicas demograficas, de historia de vida y genética de las poblaciones
(Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2013).

1.3 El género Opuntia

Las cactaceas cuentan con aproximadamente 93 géneros y 1400 especies (Guzman et
al.,, 2003), comprenden cuatro subfamilias de plantas perennes Pereskioideae,
Cactoideae, Opuntioideae y Maihuenioideae (Anderson, 2001; Hunt, 2006). Son
autoctonas del continente americano donde se encuentran distribuidas especialmente
en las regiones éaridas y semiaridas. México, por sus peculiares condiciones de latitud,
topografia y clima es posiblemente el pais que alberga, la mayor cantidad de especies
de esta familia (Rzedowski, 2006).

La subfamilia Opuntioideae es una de las més diversas en la familia Cactaceae; en ella
se ubica el género Opuntia. México es el mas importante centro mundial de riqueza del
género (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Guzman et al., 2003).

Se distribuye latitudinalmente desde Alberta, Canada, hasta La Patagonia, Argentina; y
longitudinalmente desde las Islas del Caribe, hasta las Islas Galapagos; altitudinalmente
se puede encontrar desde el nivel del mar hasta los 3,400 m. Ademas, existen especies
introducidas y naturalizadas en la cuenca del Mediterraneo, Africa, Asia y Oceania
(Anderson, 2001; Reyes-Aguero y Aguirre, 2006).

La riqgueza del género Opuntia en México es muy amplia debido a factores como la
evolucion convergente de los caracteres vegetativos, la hibridacion, la poliploidia, los

sindromes de polinizacion y los procesos de domesticacion (Scheinvar et al., 2009).
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Consecuentemente tiene una gran complejidad taxondémica, por lo que el niumero de
especies en México varia segun el autor (Tabla 1).

Las especies de Opuntia se caracterizan por poseer tallos articulados y planos con
forma de raqueta (cladodios), pequefas hojas caducas con formas cilindricas y conicas.
Sus flores nacen generalmente en el apice de los cladodios son solitarias, de
pericarpelo globoso, sin un tubo conspicuo. Los frutos son carnosos, algunos secos al
madurar, y las semillas miden de 3 a 12 mm de diametro, estan rodeadas por un falso

arilo y son pardas (Bravo-Hollis, 1978).

Tabla 1. Riqueza del género Opuntia en México.

Numero
Autores )
de Especies

Britton y Rose

58
(21937)
Bravo-Hollis
66
(1978)
Hunt
93
(1999)
Anderson
181
(2001)
Guzman et al.
83
(2003)
Scheinvar et al.
89
(2009)

En las regiones tropicales se sugiere que los brotes florales inician cuando la
temperatura media mensual excede los 16° C, en marzo y abril en el hemisferio Norte y
en septiembre y octubre en el hemisferio Sur (Nerd y Mizrahi, 1995), para el género
Opuntia la floracion inicia comunmente en primavera, abarcando de forma general los
meses de marzo a julio y la fructificacion se desarrolla de junio a septiembre (Reyes-
Aguero et al., 2006).
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Las flores de Opuntia, al igual que otros miembros de la familia Cactaceae, son
basicamente hermafroditas, de antesis diurna y con un solo dia de duracién o en
algunos casos dos (del Castillo, 1999); tienen un sistema de apareamiento xendGgamo
facultativo con sistema de cruzamiento mixto y presentan autocompatibilidad (Reyes-
Aguero et al.,, 2006). La polinizacion por abejas de tamafio medio, parece ser la
condicion ancestral. Sin embargo, algunas especies tienden hacia sistemas
predominantemente exogamicos y otras hacia la autogamia (del Castillo, 1999; Reyes-
Aguero et al., 2006; Mandujano et al., 2010).

El éxito ecoldgico y evolutivo del género Opuntia puede ser explicado parcialmente en
términos de las modalidades reproductivas. Basicamente, las dos variantes principales
derivan morfologicamente de las areolas, ya que sus meristemos dan lugar a brotes
para el crecimiento vegetativo, asi como brotes para la produccion de flores (Bowers,
1996; Mandujano et al., 1996). La ventaja de la reproducciéon sexual en Opuntia es la
produccion de individuos genéticos Unicos, que contribuyen a mantener la variabilidad
genética de la especie, y la de la propagacion clonal es el mantener los ambientes

colonizados a través de genotipos exitosos (Mandujano et al., 1996; Mandujano, 2007).

1.4 La polinizacion

Las plantas han desarrollado en el transcurso de la evolucién una gran cantidad de
atributos y estrategias para lograr una transferencia exitosa de sus gametos. Los
polinizadores actlan como agentes selectivos de muchos caracteres reproductivos en
las plantas (Campbell et al., 1997). La polinizacion consiste en la transferencia de los
granos de polen desde las anteras de los estambres hasta el estigma. Este proceso ha
propiciado la evolucion de adaptaciones que permiten dispersar el polen por medio de
vectores abidticos externos como el viento y el agua o bien la coevolucion con animales
como aves, invertebrados, y mamiferos (Thompson, 1994). En el caso de la polinizacion
por animales es necesario atraer a los polinizadores hacia las flores, lograr que colecten
el polen y hacer que lo depositen sobre el estigma de esa u otras flores de la misma
especie. Atributos como el color, el tamafio, la forma y el olor de las flores estan
directamente relacionados con la atraccion de los polinizadores. Estos atributos se

encuentran generalmente asociados con la presencia de recursos (néctar, polen,
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aceites, fragancias y resinas); es decir, las flores emiten sefiales de atraccion y
refuerzan esa sefal ofreciendo algun tipo de beneficio haciendo un intercambio para
recibir y donar polen (Kearns et al., 1998). De esta manera, los animales asocian un
conjunto de atributos florales, con la presencia de alimento o algun otro tipo de recurso.
Esta especializacion en Ultima instancia incrementa las probabilidades de que los
polinizadores visiten flores con caracteristicas similares y, por lo tanto, favorece la
polinizacién cruzada (Dominguez y Pérez, 2013). Stebbins (1970) propone el “principio
del polinizador mas eficiente” en el que postula que la selecciéon natural favorecera
aquellos rasgos morfoldgicos, fisioldgicos o ecoldgicos de las plantas que sirvan para
atraer a aquellos Vvisitantes florales que polinizan de forma eficiente.
Consecuentemente, segun este principio la mayoria de las plantas deberian ser
polinizadas por un grupo reducido de especies eficientes, fenbmeno que es
denominado especializacion adaptativa mediada por polinizadores (Johnson y Steiner,
2000).

Algunas ideas que estructuran el estudio de las relaciones entre plantas y polinizadores
son por ejemplo que la coevolucién requiere especializacion (Thompson, 1994), que los
sistemas de polinizacion evolucionan rapidamente en respuesta a presiones selectivas
que producen los polinizadores, 0 que existe una tendencia histdrica de especializacion
de tal forma que las plantas mas recientes son aquellas que estén mas especializadas
(Ollerton, 1999). Aunado a esto, los polinizadores relacionados filogenéticamente
pueden ejercer presiones selectivas similares, ya que exhiben comportamientos y
patrones de preferencias semejantes. Este razonamiento permitio que surgiera el
concepto de sindrome de polinizacion, definido como el conjunto de rasgos florales que
representan adaptaciones a tipos particulares de polinizadores (Faegri y Van Der Pijl,
1979). Asi, a través del estudio y caracterizacion de los rasgos florales se puede inferir
cuales son los principales polinizadores de cierta especie vegetal, y viceversa. La
esencia del sindrome de polinizacion es, en resumen, la asociacion de los caracteres
florales entre si, y con los polinizadores principales (Thomson et al., 2000). Sin
embargo, se ha observado que los sistemas de polinizacidbn generalistas son mas
frecuentes en la naturaleza de lo que concluyen los supuestos tedéricos mencionados

anteriormente, ya que las flores de muchas especies son visitadas por un grupo muy
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numeroso y taxonémicamente diverso de organismos y en muchos casos, no existe una
correlacion positiva entre la abundancia y la eficiencia de los polinizadores de una
determinada especie vegetal (Potts et al., 2001).

Para el género Opuntia se propone una estrecha interaccion con abejas como
polinizador principal (Grant y Hurd, 1979b; del Castillo, 1999; Mandujano et al., 2010).
La relacion que guardan las abejas silvestres con las angiospermas ocupa una posicion
clave en el mantenimiento y conservacion de los ecosistemas tanto naturales como
agricolas (Daily, 1997). La riqueza de abejas de México se estima en 1,589 especies
que estan distribuidas en 153 géneros y 6 familias las que ordenadas de mayor a
menor, segun el numero de especies, son: Apidae, Andrenidae, Megachilidae,
Halictidae, Colletidae y Melittidae (Michener, 2000).

Las flores visitadas por abejas son capaces de reflejar la luz ultravioleta y producen
néctar muy concentrado. Para el género Opuntia se ha reportado que los tépalos y el
estigma grande y lobulado sirven como plataforma de aterrizaje y despegue de las
abejas visitantes (Mandujano et al., 1996). Los polinizadores también han desarrollado
una larga lista de adaptaciones morfologicas y fisiolégicas que les permiten localizar,
recolectar y consumir los recursos que ofrecen las flores (Dominguez y Pérez, 2013);
por ejemplo las escopas y los pelos en el abdomen de abejas solitarias como Diadasia
y Megachile (Michener, 2000).
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Il OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general:

%89 Determinar el sistema de apareamiento, sistema de cruzamiento y sindrome de
polinizacién de Opuntia cantabrigiensis en la localidad de Cadereyta de Montes,

Querétaro, México.

Objetivos particulares:

%P Describir el sistema de apareamiento mediante la identificacion del periodo de
floracion, el ciclo floral (apertura y cierre, longevidad), medidas de morfologia
floral y viabilidad del polen.

%’9 Identificar sincronias reproductivas temporales (dicogamia) y espaciales

(hercogamia) y calcular la relacion polen:évulo.

%P Caracterizar el sistema de cruzamiento mediante la realizacién de experimentos

de polinizacion controlada.
;\g Evaluar si existe depresion por endogamia.

%ﬁ Identificar a los visitantes florales y estimar la frecuencia de visita para

determinar el sindrome de polinizacion.

Hipétesis:

Si Opuntia cantabrigiensis presenta caracteristicas reproductivas similares a otras

especies del género entonces se espera que:

%’9 Presente flores diurnas de un solo dia de apertura; su periodo de floracion

abarcara aproximadamente un mes iniciando en primavera.

15



;\g Tendra flores hermafroditas funcionales en ambos sexos, con anteras que
abriran junto con la flor y unas horas después los estigmas estaran receptivos,

(protandria).

%ﬁ Se encontrara un sistema de cruzamiento de tipo mixto y un sistema de

apareamiento xendgamo facultativo presentando autocompatibilidad.

%’9 Habra diferentes especies de visitantes florales entre ellas abejas solitarias por
ejemplo los géneros Diadasia y Lithurge; ademas de coledpteros y hormigas.

[l MATERIALES Y METODOS
3.1 Especie de estudio:

En el presente trabajo se estudié la biologia reproductiva de la especie Opuntia
cantabrigiensis Lynch (Figura 1) (Cactaceae, Opuntioideae), Serie X Dillenianae Britton
& Rose (Bravo Hollis, 1978). Es una planta de tipo arbustivo redondeado, de uno a dos
metros de altura. Articulos (cladodios) orbiculares hasta ovados, de 12 a 20 cm de
longitud, de color verde azulado pélido; hojas de color verde claro, caducas. Areolas
distantes, grandes, con fieltro moreno y abundantes gloquidas. Espinas generalmente
tres a seis, algo extendidas, aciculares, amarillas con la base rojiza, de 1.5 a 5 cm de
longitud; gloquidas numerosas, grandes, amarillas y, por lo general, no agrupadas en
haces. Flores de 5 a 6 cm de longitud, amarillentas con centros rojizos; areolas
superiores del ovario provistas de numerosas gléquidas y de largas cerdas amarillentas;
I6bulos del estigma verdes. Fruto globoso de 4 cm de diametro, de color purpura y
pulpa carmesi. Semillas numerosas, pequefias, de 4 mm de didmetro (Bravo-Hollis,
1978).

Se distribuye principalmente en los estados de San Luis Potosi, Hidalgo, Guanajuato,
Jalisco y Querétaro (Guzman et al., 2003).
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Figura 1. Especie de estudio: Opuntia cantabrigiensis en la localidad de Cadereyta de
Montes, Querétaro. Jardin Botanico Regional. A: Simetria radial o actinomorfa de la flor
y detalle de areolas y espinas; B: Botones florales y flor en antesis; C: Frutos con 106

dias de maduracioén; D: Semillas; E: Habito arbustivo. Fotos: Hernandez-Pefa R.
3.2 Sitio de estudio

El estudio se llevé a cabo en la parte silvestre del Jardin Botanico Regional del
municipio de Cadereyta de Montes, “Ing. Manuel Gonzalez de Cosio”, (Figura 2) en el
estado de Querétaro. La zona pertenece a la provincia floristica arida que se conoce
como Semidesierto Queretano-Hidalguense (Rzedowski 2006), ubicada en el extremo
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sur del desierto Chihuahuense y se localiza entre los 20° 41' 15.8" latitud Norte y los 99°
48' 17.7" longitud Oeste, a una altitud de 2046 m. La vegetacion natural corresponde a
un matorral xerdfilo crasicaule. El clima es de tipo BS1 kw (w), semiseco templado con
lluvias en verano, la temperatura anual oscila entre 12° C y 19 ° C. La precipitacion
promedio es de aproximadamente 550 mm anuales. El suelo es de origen volcénico y

se presenta como una mezcla de vertisol pélico y feozem haplico.

Figura 2. Sitio de estudio: Jardin Botanico Regional “Ing. Manuel Gonzalez de Cosio”
en la localidad de Cadereyta de Montes, Querétaro, México.

A: Entrada principal; B: Zona silvestre. Fotos: Herndndez-Pefa R.
3.3 Trabajo de campo y gabinete
3.3.1 Sistema de apareamiento (breeding system):

3.3.1.1 Periodo de floracion
Para identificar el periodo de floracion de Opuntia cantabrigiensis se tomaron registros
de la cantidad de botones, flores y frutos por planta durante los meses de febrero a
octubre de 2015, la muestra consisti6 en 30 plantas para determinar el patron de

fenologia reproductiva de la especie.

3.3.1.2 Ciclo de apertura y longevidad floral
El ciclo de apertura y cierre se describi6 a partir de una muestra de 50 flores de

diferentes plantas. El diametro del perianto (mm) se midié desde las 10:00 h hasta las
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21:00 h, en intervalos de una hora para registrar el comportamiento de las flores a lo

largo de un dia. Ademas, se registro si las flores abrian en dias consecutivos.

3.3.1.3 Morfometria floral
Se colecté una muestra de 45 flores, cada una de plantas distintas, para ser fijadas en
formaldehido, alcohol etilico, &cido acético y agua (FAA) y después tomar las medidas
florales con un vernier digital (Figura 3). Se calculd la media y el error estandar para

cada medida.

Figura 3. Parametros morfométricos medidos en Opuntia cantabrigiensis: a. Apertura
del perianto (mm); b. Longitud del pericarpelo (mm); c. Diametro del pericarpelo (mm);
d. Longitud de la flor (mm); e. Distancia minima antera-estigma (mm); f. NOmero de
estambres; g. Longitud de los estambres (mm); h. Didmetro polar de la camara ovarica
(mm); i. Didmetro ecuatorial de la camara ovarica (mm); j. Longitud del estilo (mm);
k. Longitud estilo-estigma (mm); |. Namero de I6bulos del estigma.
(Modificado de Mandujano et al., 2010).

3.3.1.4 indice de entrecruza (OCI) y relacion polen:6vulo
El OCI se determind a partir de tres parametros: apertura de la corola (perianto),
hercogamia y dicogamia (Cruden, 1977). De acuerdo con las caracteristicas de la flor
se le asigna un valor a cada parametro y la suma de las tres categorias determina el
sistema reproductivo de la especie (Tabla 2).

19



La hercogamia fue determinada a partir de la medicidon de la distancia minima que
existe entre las anteras y el estigma y mediante una prueba de t pareada que compara
la longitud de los estambres y la longitud estilo-estigma por flor.

La dicogamia se estimo visualmente a partir del registro, por hora, de la dehiscencia de
las anteras, la liberacion del polen y de la presencia de exudados y/o adherencia del

polen en el estigma (Mandujano et al., 1996) en 30 flores de plantas distintas.

Tabla 2. Criterios de las caracteristicas florales para la determinacion del indice de

entrecruza (OCI) propuesto por Cruden en 1977.

1mm 0
1-2mm 1
Apertura de la corola 2-6mm 2
>6mm 3
_ Si 1
Hercogamia
No 0
. _ Homogamia o Protoginia 0
Dicogamia )
Protandria

Para estimar la relaciéon polen-évulo (P/O) se eligio una muestra de 45 flores, cada una
de plantas distintas, en las cuales se cont6 el nimero de évulos y granos de polen
presentes en cada flor.

Para determinar el nimero de granos de polen se colect6 una antera por flor en
preantesis, después fue colocada en un tubo Eppendorf, se le afiadieron 0.5 ml de agua
y se procedid a agitar manualmente para facilitar el desprendimiento de los granos de
polen de la antera. Con una camara de Neubauer y un microscopio Optico se realizo el
conteo de la totalidad de la solucién contenida en el tubo (Mandujano et al., 1996). La
cifra obtenida se multiplicé por el nUmero total de estambres por flor.

Los criterios para la determinacion de los sistemas de apareamiento de acuerdo al OCI

(Cruden, 1977) y a la relacion P/O (Cruden y Lyon, 1985) se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Correspondencia de los sistemas reproductivos florales con las categorias OCI
de acuerdo a Cruden (1977) y la relacion P/O propuesta por Cruden y Lyon (1985).

Sistema reproductivo OCI Relacion P/O
Cleistbgamo 0 4.7:1
Autégamo 1 27.7:1
Autbégamo facultativo 2 168.5:1
Xendégamo facultativo 3 796.6:1
Xendgamo obligado 4 5859.2:1

3.3.1.5 Viabilidad del polen
La viabilidad del polen se determind con las técnicas de azul de anilina (Kearns y
Inouye, 1993) y tincion de Alexander (1969). Durante la antesis se colectaron 30
anteras, una por flor de plantas distintas, se extrajo el polen y se coloc6 en un
portaobjetos donde se le afiadié una gota de agua y una gota de colorante de lactofenol
con azul de anilina y se dej6 tefir por un minuto. La muestra fue observada en un
microscopio 6ptico (10x): el polen viable se tifie de azul obscuro mientras que el polen
no viable adquiere una coloracién azul claro. A partir de este conteo se obtuvo la
proporcion de granos de polen viables por antera. Adicionalmente para la técnica de
tincion de Alexander, que contiene verde de malaquita y fucsina acida, a una antera
colocada en un portaobjetos se le afladié una gota del colorante y se paso por la flama
para acelerar la reaccién. Se esper6 un minuto y se procedié a observar en un
microscopio 6ptico (10x): el citoplasma del polen viable se tifie de color fucsia, mientras
qgue, en el no viable Unicamente se tifie la pared de verde. En ambos casos se hizo el

conteo de polen viable y no viable en cinco campos por antera seleccionados al azar.

3.3.2 Sistema de cruzamiento (mating system):

3.3.2.1 Experimentos de polinizacion controlada
Se realizaron cuatro tratamientos de polinizacion y un control (Tabla 4), con 30

repeticiones cada uno. Se seleccionaron 30 plantas al azar siguiendo un disefio de
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bloques aleatorios en donde cada planta es un bloque. Se mantuvo la flor tratada en la

planta hasta la fructificacion. Adicionalmente para evitar la remocion de frutos en

desarrollo por herbivoros y recolectores humanos, las flores se protegieron con bolsas

de tul de 10 x 10 cm y con exclusiones de malla metalica que fueron cosidas a los

tallos. Posteriormente, se colectaron los frutos maduros que fueron separados y

etiquetados por individuo y tratamiento.

Tabla 4. Tratamientos realizados en las flores de Opuntia cantabrigiensis. Se muestra

la simbologia, el nombre del tratamiento y su forma de aplicacion.

Simbolo

Tratamiento

Procedimiento

AN

Autogamia

natural

Consisti6 en embolsar el botén floral en preantesis sin
realizar ninguna manipulacién y se permiti6 que de

manera natural fuera autopolinizado.

AM

Autogamia

manual

El botdn floral se embolsd previo a la antesis, cuando la
flor abrié se descubrid y se colocd, con un pincel, el polen
de la flor sobre su propio estigmay se volvié a cubrir.

EN

Entrecruza

Se preparé una mezcla de polen de flores de 15 plantas
diferentes. Durante la antesis el estigma se cubrié con un
tubo de plastico para evitar la contaminacion y la flor fue
emasculada. Después al estigma se le agreg6 la mezcla
de polen colectado previamente, se removié el tubo de

plastico y se embolsé nuevamente.

GE

Geitonogamia

Cuando la flor abrié el estigma se cubrié con un tubo de
plastico para evitar la contaminaciéon y la flor fue
emasculada. Posteriormente se le colocd, con un pincel,
el polen de otra flor pero de la misma planta y al terminar

se cubrio.

Control

Consistio en dejar que una flor tuviera contacto con los
visitantes florales. Se embolsé al final del dia, una vez
qgue la flor cerr6 de manera natural, sin que hubiera

ningun tipo de manipulacion.
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3.3.2.2 Formacion de frutos y semillas (Fruit set y seed set)
Los frutos maduros obtenidos de los tratamientos de polinizacion (Tabla 4) fueron
contabilizados, cosechados, pesados y se determind su contenido de semillas. Se
estimé el fruit set (proporcion flores que se transformaron en frutos) y se obtuvo
proporcion de frutos formados a partir del nUmero de tratamientos realizados. Por otro
lado, el seed set se determiné de acuerdo al numero de semillas formadas en cada
fruto y se estimé también la proporcidon se semillas que se formaron a partir del nUmero
promedio de évulos por flor (Kerns y Inouye, 1993).
Se tom6 una muestra al azar de 60 semillas por tratamiento, las cuales fueron pesadas
y se obtuvo la media y el error estandar.
Los datos de fructificacion y nimero de semillas se analizaron con modelos lineales
generalizados (GLM). Para el caso del fruit set se utilizd6 un modelo con distribucion
binomial y funcién de ligamiento logit para proporciones, mientras que para el seed set
se empled uno de distribucién Poisson con funcion de ligamiento log para conteos. La
diferencia entre tratamientos se evalué con pruebas de contrastes ortogonales
(Crawley, 1993).
Para realizar la comparacion del peso de las semillas por tratamientos se realizd un

ANOVA y una pruba de Tukey-Kramer.

3.3.2.3 Depresion endogamica (9)
A partir de los resultados obtenidos en los tratamientos de polinizacién controlada
(Tabla 4) se evalu6 por separado la existencia de depresion por endogamia en la
produccién de frutos y semillas. Para ello se utilizé el inverso del cociente del éxito
reproductivo en autocruza (Ws) entre el éxito reproductivo en entrecruza (Wx)
(Charlesworth y Charlesworth, 1987):

6 =1- Ws / Wx

Donde Ws: es el porcentaje de frutos o semillas que se obtuvieron en los tratamientos
de autocruza y Wx: porcentaje de frutos o semillas obtenidas por entrecruza.
Valores de 6 > 0.5 indican la existencia de depresiéon endogamica y en valores de

6 < 0.5 no existe depresiéon por endogamia.
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3.3.2.4 Tasa de entrecruzamiento (te) y autofecundacion (S)

A partir de los resultados de los tratamientos de polinizacion controlada se calculo:

a) Tasa de entrecruzamiento (te):
te = Wx/(Wx + Ws)
b) Tasa de autofecundacion (S):

S =Ws/(Wx + Ws)

El indice de entrecruzamiento puede tomar valores entre 0 y 1, las especies con
autopolinizacion tendran valores de cero o cercanos a €él. En el caso de especies con
entrecruza el resultado del indice sera 1. Sistemas de cruzamiento mixtos tendran un
indice de 0.5. Por lo tanto, valores > 0.5 muestran tendencia hacia el sistema de
entrecruza, mientras que los valores < 0.5 representa especies que se inclinan hacia la

autofecundacién (Mandujano et al., 2010).

3.3.3 Visitantes florales

3.3.3.1 Identificacion de los visitantes florales
Los visitantes florales de O. cantabrigiensis se colectaron con una camara letal con
acetato de etilo al 60%, se montaron con alfileres entomoldgicos y se preservaron fijos
en cajas para su posterior identificacion en el Instituto de Biologia y con la ayuda de
claves taxonOmicas; se anot6é para cada ejemplar la fecha, la hora de colecta y el tipo

de actividad que realizaron en la flor.

3.3.3.2 Actividad y frecuencias de visita
En una muestra de 30 flores de plantas distintas de O. cantabrigiensis se observo a los
visitantes que llegaban a la flor durante el dia, desde la apertura de las flores hasta el
cierre en intervalos de 2 horas con 20 minutos de observacion.
Se registré el tipo de actividad que realizaban en la flor y si tenian contacto con el
estigma y/o las anteras. A partir de los datos obtenidos se calcularon frecuencias de
visita por género analizadas a partir de una tabla de contingencia x* y una prueba de

residuos ajustados (Everitt, 1997).
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V. RESULTADOS
4.1 Sistema de apareamiento (breeding system)

4.1.1 Periodo de floracion

La floracion de Opuntia cantabrigiensis en la localidad de Cadereyta de Montes en el

2015 comenz6 en el mes de abril, tuvo una duracion aproximada de 5 a 6 semanas con

un pico maximo de antesis floral en la segunda quincena del mes de abril y finaliz6 en el

mes de mayo con florecimientos menos abundantes.

Su periodo de fructificacion abarco los meses de mayo a julio (Figura 4).

Fenologia reproductiva de O. cantabrigiensis
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Figura 4. Fenologia reproductiva de Opuntia cantabrigiensis, poblacién ubicada en el

area silvestre del Jardin Botanico Regional de Cadereyta de Montes, Qro.

Numero promedio de botones, flores y frutos (n=30 plantas) durante los meses de

febrero a octubre de 2015.
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4.1.2 Ciclo de apertura y longevidad floral

Las flores de la especie de estudio tuvieron un ciclo floral generalmente diurno con una
duracion de 10 (£ 0.171 EE) horas que comenzé entre las 09:30 y las 10:00 h y mostro
un cierre gradual que concluy6 entre las 20:30 y las 21:00 h. Presentd un maximo de
apertura del perianto entre las 12:00 y las 13:00 h el cual coincidi6 con la mayor
cantidad de radiacion solar recibida durante el dia (Figura 5) y también con la mayor
receptividad del estigma. Un pequefio porcentaje de flores (3-4%) presentaron un ciclo
mas largo de 11 a 12 horas que se desarroll6 en dos dias con una antesis inicial entre
las 16:30 y las 17:00 h, un cierre aproximado a media noche y una segunda apertura al
dia siguiente de las 09:30 a las 14:30 h.

Longevidad floral de O. cantabrigiensis
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Figura 5. Ciclo de apertura y longevidad floral de Opuntia cantabrigiensis. Diametro del
perianto expresado en milimetros (mm) (n=50 flores). El pico maximo de apertura del
perianto ocurre entre las 12:00 y las 13:00 h, lo cual coincide con el maximo de
radiacién solar recibida durante el dia (watts/m?): Datos de la estacién meteorolégica
CEA-CONCYTEQ Weather underground, 2014.
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4.1.3 Morfometria floral
A partir de las 45 flores colectadas de O. cantabrigiensis se determind la media y el

error estandar para cada parametro morfométrico (Tabla 5).

Tabla 5. Medidas morfométricas obtenidas a partir de flores de Opuntia cantabrigiensis
fijadas en FAA (n=45 flores), 2014.

Parametro Media Error estandar

Longitud total de la flor (mm) 52.439 1.126

Longitud del pericarpelo (mm) 22.823 0.596

Didmetro del pericarpelo (mm) 23.484 0.492

Longitud del perianto (mm) 29.616 0.842

Apertura del perianto en fresco 43.576 2917
(mm)

Longitud estilo-estigma 25 262 0.391
(mm)

Numero de I6bulos del estigma 8.178 0.219

Diametro egugtorlal de camara 4.873 0.158

ovarica (mm)

Diametro polar de camara ovarica 4591 0.209
(mm)

Longitud de camara nectarial 3396 0.133
(mm)

Numero de 6vulos por flor 270.089 14.499

Longitud de los estambres 16.602 0.402
(mm)

Numero de estambres por flor 480.311 11.742

Numero de granos de polen por 761.364 5912
antera
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4.1.4 indice de entrecruza (OCI) y relaciéon polen:6vulo
A partir de los parametros del indice de entrecruza (Tabla 2) se obtuvo lo siguiente:

g‘g La apertura maxima del perianto fue de 50.872 (+1.943 EE) mm; ya que es mayor
a 6 mm se le asignod un valor de tres.

%Bg La prueba de t pareada indic6 que existen diferencias significativas entre la
longitud de los estambres y la longitud estilo-estigma (t=-25.84; 44 gl; P=3.10e%).
Ademas, la distancia minima entre el estigma y las anteras fue de 2.049 mm. Con
esto se muestra que existe separacion espacial (hercogamia) entre las estructuras
reproductivas por lo tanto se le asigno un valor de 1 (Figura 6).

;\g Las observaciones de campo mostraron que la receptividad del estigma y la

dehiscencia de las anteras ocurre de forma simultdnea por lo que se le consideré

homogama y se le afiadio un valor de cero para este parametro (Figura 7).
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Figura 6. Separacion espacial de sexos (hercogamia) de Opuntia cantabrigiensis.
Comparacién de la longitud de los estambres y la longitud estilo-estigma (mm)

por flor (n=45 flores).
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Activacion de las funciones de los verticilos
sexuales de O. cantabrigiensis
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Figura 7. Activacion de las funciones de los verticilos sexuales de Opuntia
cantabrigiensis. (Homogamia). Porcentaje de receptividad de los pistilos y dehiscencia

de los estambres desde las 9 h hasta las 18 h (n=30 flores).

La suma total arrojé un valor de cuatro. Debido a que cada flor posee en promedio
373,756.75 (x5.911 EE) granos de polen y alrededor de 270.08 (+14.499 EE) 6vulos, la
proporcion obtenida es 1,383.82:1. Esta relacion nos indica que O. cantabrigiensis
presenta un sistema de apareamiento xendégamo obligado o estricto (Tabla 3) (Cruden,
1977).

4.1.5 Viabilidad del polen
El porcentaje de viabilidad de los granos de polen de O. cantabrigiensis evaluada con la
técnica de lactofenol con azul de anilina fue de 90.96% (+1.170 EE) (Figuras 8 y 9)
mientras que con la tincion de Alexander se encontro que el 91.54% (+1.466 EE) fueron

viables (Figuras 8y 9).
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad del polen de Opuntia cantabrigiensis con las técnicas

de lactofenol con azul de anilina y tincién de Alexander (n=30 anteras), 2014.

Figura 9. Detalle de granos de polen de Opuntia cantabrigiensis observados en un
microscopio optico (10x) con las técnicas de Azul de anilina A: Granos de polen no
viables, B: Granos de polen viables. Tincion de Alexander C: Granos de polen no

viables; D: Granos de polen viables. Fotos: Hernandez-Pefa R.
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4.2 Sistema de Cruza (mating system):

4.2.1 Experimentos de polinizacion controlada
Se realizo el seguimiento de 150 flores (30 por tratamiento, de acuerdo al disefio de
bloques aleatorios). Estas se mantuvieron excluidas con bolsas de tul de 10 x 10 cm y
cilindros de malla metalica (Figura 10) y fueron revisadas cada mes hasta la formacion
de frutos y semillas, aproximadamente 106 (+ 0.253 EE) dias después de realizado el

tratamiento, para obtener la estimacion del fruit set y el seed set.

Figura 10. Exclusiones realizadas en todas las flores tratadas de Opuntia

cantabrigiensis, mantenidas hasta la maduracion de los frutos A: Bolsas de tul de
10 x 10 cm, B: Cilindros de malla metalica de 10 cm de alto x 5 cm de diametro.

Fotos: Hernandez-Peria R.

4.2.2 Formacion de frutos y semillas (Fruit set y seed set)

Para el grupo control se registrd la formacién de 30 frutos (100%); 30 en entrecruza
(100%); nueve en geitonogamia (30%); uno en autogamia manual (3.33%) y ninguno en
autogamia natural (0%) (Figura 11). El peso promedio de los frutos por tratamiento fue
de 14.39 g (x¥1.220 EE), 14.82 g (+1.081 EE), 10.09 g (¥1.581 EE) y 9.58 ¢
respectivamente (Tabla 6).

Dado que el éxito obtenido en los tratamientos autogamicos presenta valores de cero o
cercanos a é€l, no fueron incluidos en el analisis estadistico. Para el resto de los

experimentos de polinizacion (control, entrecruza y geitonogamia) se encontré6 que si
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existen diferencias significativas (x*>=61.137; 2gl; P<0.0001). Las pruebas de contrastes

indican que el grupo control y el de entrecruza son similares entre si (x>=0; 1gl; P=1) y

que en conjunto difieren del de geitonogamia (x2=61.137; 1gl; P=5.323¢™),

Fruit set de O. cantabrigiensis
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Figura 11. Porcentaje de frutos obtenidos en cada uno de los tratamientos de
polinizacion controlada de acuerdo al disefio de bloques aletorios en
Opuntia cantabrigiensis. Donde AN: Autogamia natural; AM: Autogamia manual;
EN: Entrecruza; GE: Geitonogamia y C: Control (n=30 plantas), 2015.

De manera natural (control) la especie de estudio produjo 157.93 semillas (+13.421 EE)
por fruto, que en promedio midieron 0.36 cm de largo (+ 0.003 EE), 0.27 cm de ancho
(x0.002 EE) y 0.12 cm de grosor (£0.0007 EE). Tuvieron un peso promedio de 0.0077
(£0.0002 EE) g. La proporcion de semillas que se formaron a partir del numero
promedio de ovulos fue de: 0.584, esta cifra es el resultado del cociente del numero de
semillas en el tratamiento control (157.93) y el promedio de 6vulos por flor (270.088,
+14.499 EE) (Tabla 6).
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Se contabilizaron 160.46 (x12.294 EE) semillas en los frutos obtenidos por entrecruza,
32.44 (+4.521 EE) en los de geitonogamia y 77 en el Unico fruto formado por autocruza
(Tabla 6). Se encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero promedio de
semillas formadas por tratamiento (x*=1266.40; 3gl; P<0.0001).

Las pruebas de contrastes mostraron que los experimentos control y entrecruza no

difirieron entre ellos (x>=0.604; 1gl; P=0.436) pero si fueron distintos de los de

geitonogamia (x¢=1229.797; 1gl; P=2.039¢>%%),

Tabla 6. Formacion de frutos y semillas por tratamiento en O. cantabrigiensis.
AN: Autogamia natural; AM: Autogamia manual; EN: Entrecruza; GE: Geitonogamia y
C: Control (n=30 plantas), 2015.

NUmero , . Peso de | NUmero Peso de
. Numero Fruit Seed .
Tratamiento de frutos de semillas
de frutos set ) set
flores (9) semillas (9)
AN 30 0 0% - - - -
AM 30 1 3.33% 90.58 77 0.285 | 0.0081
EN 30 30 100% 14.82 160.46 | 0.594 | 0.0082
GE 30 9 30% 10.09 32.44 0.120 | 0.0106
C 30 30 100% 14.39 15793 | 0.584 | 0.0077

El peso de las semillas fue de 0.0082 (+ 0.0003 EE) g en entrecruza, 0.0106 (£0.0004)
g en geitonogamia y 0.0081 (+ 0.000006 EE) g en el unico fruto obtenido por autocruza

manual. En el andlisis estadistico se encontré que si hay diferencias significativas entre

los tratamientos (ANOVA; F=17.7; 3 gl; P= 2.143e™9).
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La prueba de Tukey indica que el Unico tratamiento que difiere del resto es el de

geitonogamia ya que sus semillas tienen un peso considerablemente mayor respecto a

las obtenidas en entrecruza (o ¢s= 7.938¢™%), autocruza manual (a oos= 7.807¢), y

control (Q g.05= 7.721e™).

4.2.3 Depresion endogamica (8)
A partir de los registros de formacion de frutos y semillas en los tratamientos de
polinizacién controlada se realizd el calculo para la estimacion de la existencia de

depresion endogdmica donde se obtuvo lo siguiente:

§=1 (3'333) = 0.966
N 100 )

El valor de 0.966 indicé la existencia de depresion por endogamia muy alta a nivel de
produccion de frutos para la poblacion.
En cuanto a la formacion de semillas se encontré un valor de 0.520, el cual muestra que

también existe depresiéon por endogamia.

5=1 7\ 0.520
B (160.46) o

4.2.4 Tasa de entrecruzamiento (te) y autofecundacion (S)

La estimacion de la tasa de entrecruzamiento se realizé como se indica a continuacion:
te = 100 /(100 + 3.333) = 0.967

El valor de 0.967 indicd una tendencia a la entrecruza, ya que de ésta deriva el 96.7%
de la progenie. Por otro lado, para la tasa de autofecundacion se obtuvo lo siguiente:

S = 3.333 /(100 + 3.333) = 0.032.

Este valor confirma la tendencia a la entrecruza y ademas indica que solo el 3.2% de la

progenie de la especie de estudio provino de autogamia.
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4 .3Visitantes florales

4.3.1 Identificacion de los visitantes florales
Se registraron un total de 15 visitantes florales distintos para la especie, dentro del
orden Hymenoptera encontramos: Diadasia sp, Lithurge sp, Ceratina sp,
Augochloropsis sp, Apis sp, Macrotera sp, Halictinae sp, Megachile sp, Lasioglossum
sp, Augochlorella sp, Bombus sp, Ashmeadiella sp y representantes de la familia
Formicidae ademas de dos miembros del orden Coleoptera y Diptera respectivamente,

no identificados.

4.3.2 Actividad y frecuencias de visita
Las flores de O. cantabrigiensis comenzaron a recibir visitas desde su apertura (09:30-
10:00 h), presentaron la mayor actividad y diversidad entre las 11:30 y las 13:30 h,
disminuyendo paulatinamente por la tarde (Figura 12) y recibieron alrededor de 45.16
visitas promedio por flor durante la totalidad de los intervalos de observacion. La
frecuencia mas elevada de visitas florales coincidié con la presencia de abundantes
exudados y la mayor receptividad del estigma.
Durante el periodo de observacion, los visitantes mas frecuentes fueron abejas
solitarias que pertenecen a los géneros Diadasia (46.94%), Lithurge (10.33%), Ceratina
(10.26%) y Augochloropsis (8.93%) (Figuras 13 y 14). Estas fueron consideradas como
polinizadores ya que, durante su aterrizaje y al colectar polen y néctar de las flores,
tuvieron contacto directo con las anteras y el estigma.
Otros visitantes como Apis (4.35%), Macrotera (4.21%), Halictinae (3.32%), Megachile
(2.58%), Lasioglossum (2.14%), Augochlorella (2.97%) y Ashmeadiella (0.81%) (Figura
14), se encontraron en frecuencias menores. Se categorizaron como polinizadores
debido a que su conducta en la flor, favorece el contacto con las estructuras
reproductivas.
El resto de los visitantes Coleoptera (1.99%), Bombus (1.48%) y Diptera (0.59%)
(Figura 14), no se incluyeron dentro del grupo de los polinizadores puesto que
aterrizaron en los tépalos y permanecieron en las flores consumiendo los recursos

como el polen y/o el néctar y no tuvieron contacto con el estigma.
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Visitas florales de O. cantabrigiensis
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Figura 12. Visitas florales promedio por flor de Opuntia cantabrigiensis en cada

intervalo de observacion, desde las 09:30 h hasta las 21 h (n= 30 plantas), 2015.

Figura 13. Visitantes florales mas frecuentes de Opuntia cantabrigiensis. Ejemplar
observado y ejemplar colectado A y a: Diadasia sp., B y b: Lithurge sp.,
C y c: Ceratina sp., D y d: Augochloropsis sp., 2015.
Fotos: (A) Cancalosi J. // (a, Bb, Cc y Dd) Hernandez-Pefia R.
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Frecuencia relativa (%) de los visitantes florales
de O. cantabrigiensis
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Figura 14. Frecuencia relativa (%) de los visitantes florales de Opuntia cantabrigiensis,
Donde A: Diadasia sp, B: Lithurge sp, C: Ceratina sp,
D: Augochloropsis sp, E: Apis sp, F: Macrotera sp, G: Halictinae sp, H: Megachile sp,
I: Lasioglossum sp, J: Augochlorella sp, K: Coleoptera, L: Bombus sp,

M: Ashmeadiella sp y N: Diptera (n= 30 plantas), 2015.

Los datos de las frecuencias observadas de los visitantes (Tabla 7) fueron analizados a
partir de una tabla de contingencia de 14 x 6 donde 14 representa los diferentes

visitantes florales y seis los intervalos de observacion.
Se encontré que existen diferencias significativas (x?=648.66; 65gl; P=4.162¢°") por lo

que se aplicé una prueba de residuos ajustados (Tabla 8) para identificar las categorias
que difieren entre horarios (Figura 15).
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Tabla 7. Frecuencia absoluta de los visitantes florales observados en Opuntia

cantabrigiensis. Se muestra la identidad de los visitantes y sus frecuencias en cada
intervalo desde las 9 h hasta las 21:30 h (n= 30 plantas), 2015.

Visitante/Hora 09:30 | 11:30 | 13:30 | 15:30 17:30 19:30

11:30 13:30 15:30 17:30 19:30 21:00
Diadasia sp 88 177 171 154 46 0
Apis sp 32 21 6 0 0 0
Lithurge sp 27 40 32 30 11 0
Ceratina sp 11 33 43 41 11 0
Halictinae sp 7 12 15 11 0 0
Ashmeadiella sp 5 6 0 0 0 0
Diptera 2 6 0 0 0 0
Megachile sp 5 19 11 0 0 0
Macrotera sp 11 29 17 0 0 0
Lasioglossum sp 0 16 13 0 0 0
Augochlorella sp 0 19 9 0 0 0
Augochloropsis sp 4 46 37 31 3 0
Coleoptera 0 0 0 4 19 4
Bombus sp 0 16 4 0 0 0
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Tabla 8. Residuos ajustados que muestran las categorias que difieren

significativamente. Los valores mayores a 1.96 indican que hay una mayor frecuencia a

la esperada por azar, mientras que los valores menores a -1.96 muestran una

frecuencia menor en contraste a lo esperado (basado en valores estandarizados de la

distribucion normal, Everitt, 1977).

Visitante/Hora 09:30 11:30 13:30 15:30 17:30 19:30
11:30 13:30 15:30 17:30 19:30 21:00

Diadasia sp -0.223 | -2.054 0.229 2.376 0.578 -1.370
Apis sp 8.176 0.421 -2.429 | -3.435 -1.980 -0.417
Lithurge sp 1.608 -0.810 | -0.820 0.378 0.558 -0.643
Ceratina sp -1.959 | -1.806 1.036 2.504 0.582 -0.641
Halictinae sp 0.247 -0.683 0.902 0.667 -1.729 -0.364
Ashmeadiella sp 2.756 1.285 -1.705 | -1.483 | -0.855 -0.180
Diptera 0.814 2.111 -1.454 | -1.265 -0.729 -0.154
Megachile sp 0.018 2.265 0.576 -2.646 | -1.525 -0.321
Macrotera sp 1.029 2.438 0.500 -3.376 -1.946 -0.410
Lasioglossum sp -2.027 2.145 1.928 -2.408 | -1.388 -0.293
Augochlorella sp -1.992 3.286 0.589 -2.366 | -1.364 -0.288
Augochloropsis sp -3.175 1.070 0.890 1.382 -1.777 -0.598
Coleoptera -1.956 | -2.961 | -2.671 | -0.602 | 12.849 | 13.886
Bombus sp -1.683 | 3.730 | -0.559 | -2.000 | -1.153 | -0.243
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Figura 15. Visitantes florales de O. cantabrigiensis. Se muestra el nUmero de visitas
promedio recibidas en cada intervalo de observacion, los diferentes colores representan
la identidad de los visitantes florales y los signos a la derecha de las barras muestra la
significancia en la prueba de x? donde (+/-) denotan que en esos puntos se registré una
mayor o0 menor cantidad de visitas a las esperadas por azar (n= 30 plantas), 2015.
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V. DISCUSION

5.1 Sistema sexual
Las cactaceas suelen presentar periodos de floracion muy diversos en cuanto a su
época de inicio y a su duracion. Algunas especies florecen todo el afio como se ha
reportado en Echinocactus platyacanthus (Jiménez-Sierra et al.,, 2007), Melocactus
curvispinus (Nassar y Ramirez, 2004) y Escontria chiotilla (Oaxaca-Villa et al., 2006);
otras, al inicio de la primavera como Ferocactus histrix (del Castillo, 1994) y Mammillaria
oteroi (Martinez et al., 2004) o en el verano como ocurre en Hylocereus undatus
(Valiente-Banuet et al., 2007) y Stenocereus stellatus (Casas et al., 1999).
La duracién de cada ciclo reproductivo en el género Opuntia, que generalmente inicia
en primavera, suele ser muy variado, pudiendo abarcar desde 21 a 35 dias (Opuntia
ficus-indica; Wessels y Swart, 1990), de dos a tres meses (Opuntia cochinera,
Rodriguez, 1981) o incluso mas de 25 semanas (Opuntia joconostle; Sanchez et al.,
1991).
El periodo de floracibn de Opuntia cantabrigiensis en la localidad de Cadereyta de
Montes, Querétaro es relativamente corto, dura de cinco a seis semanas iniciando en el
mes de abril, coincidiendo con reportes de otras especies del género, por ejemplo: O.
streptacantha y Opuntia leucotricha (Garcia, 1984). Presenta un pico maximo de antesis
floral en la segunda quincena de abril coincidiendo con otras poblaciones de Opuntia
que se encuentran adyacentes (O. tomentosa, O. robusta y O. streptacantha). El
periodo de fructificacion abarca los meses de mayo a julio registro que coincide con un
estudio previo para la especie realizado en el afio 2014 (Galicia-Pérez A., datos no
publicados). Los frutos son uniloculares, polispérmicos y de tipo carnoso. Para su
maduracion transcurren alrededor de 106 dias, tiempo que se ubica en el rango
propuesto para el género que es de 45 a 154 dias (Kuti, 1992), aunque se ha visto que
puede extenderse mas, como en el caso de O. joconostle que requiere un aproximado
de 244 dias para alcanzar la maduracién (Sanchez et al., 1991).
Cada fruto produce en promedio 157.9 semillas (x13.42 EE), éstas presentan una
cubierta funicular parcialmente endurecida que se denomina arilo que es un atributo
exclusivo de la subfamilia Opuntioideae, ademas poseen un perispermo bien

desarrollado y un embrion curvo (Bravo-Hollis, 1978; Stuppy, 2002). Las dimensiones
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se encuentran dentro del rango propuesto por Aguilar et al., (2003) que indica que para
los miembros de Opuntia las medidas promedio son: 0.45 cm de largo, 0.35 cm de
ancho y 0.16 cm de grosor. Aunque existen excepciones como el caso de Opuntia
erinacea y Opuntia megasperma con una longitud media de 0.25 y 1.3 cm
respectivamente (Anderson, 2001).

El desarrollo de las flores y los frutos de Opuntia cantabrigiensis es aparentemente
asincronico, ya que presenta una producciéon simultanea de botones, flores en antesis y
frutos, factor que se ha considerado favorable en ambientes adversos (Bustamante,
2003). Sin embargo, es necesario realizar una estimacion numérica detallada que
describa la asincronia en la poblacion.

Otra caracteristica importante es la gran cantidad de herbivoria en las estructuras
vegetativas y reproductivas (obs. pers); el alto grado de florivoria provocé que las flores
utilizadas en los experimentos de polinizacion tuvieran que ser protegidas con bolsas de
tul y cilindros de malla metalica, para disminuir la pérdida de los frutos antes su
maduracion y colecta. Ademas, de acuerdo a los registros de fenologia, la obtencién de
frutos respecto a la cantidad de botones producidos disminuy6 drasticamente ya que las
estructuras reproductivas fueron consumidas total o parcialmente por animales como
aves, caballos y borregos (obs. pers). Se ha mencionado que cuando la herbivoria se
presenta en estructuras como botones, flores y frutos puede afectar directamente el
éxito reproductivo de las plantas ya que reduce la produccién de frutos, la dispersion de
las semillas e incluso el reclutamiento de plantulas (Krupnick et al., 1999), sin embargo,
los efectos particulares que causan los florivoros sobre esta poblacion no han sido
estudiados.

Las flores de Opuntia cantabrigiensis son funcional y morfolégicamente hermafroditas,
actinomorfas, tienen forma campanulada y presentan hojas sésiles en las areolas del
pericarpelo, los segmentos del perianto son de color amarillo y centro rojizo con un
diametro promedio de 4.35 (x2.21 EE) cm. Presenta una cavidad ovarica unilocular de
forma eliptica, con un area promedio de 17.57 (x0.20 EE) mm y alrededor de 270.08
(x14.49 EE) 6vulos por flor. Fuentes-Pérez et al., 2009 reportan que los 6vulos de la
especie de estudio son de tipo campilétropo, bitégmicos, crasinucelados, con un

funiculo largo encorvado sobre la calaza y muestran una placentacion de tipo parietal.
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El nimero de dvulos contabilizados en Opuntia cantabrigiensis se asemeja a lo descrito
en trabajos previos para otras especies de este género, por ejemplo se han reportado
366 (x30) en O. rastrera (Mandujano et al., 1996), 270 en O. ficus-indica (Nerd y
Mizrahi, 1995) y 81.7 (x4.1) en O. tomentosa (Galicia-Pérez, 2013). El estilo es simple,
hueco, y de color amarillo. El estigma, concuerda con la descripcion de la especie,
contiene de cinco a once lobulos de color verde brillante (Bravo-Hollis, 1978).

Posee estambres numerosos (en promedio 480.31 +11.74 EE) de manera similar a
otros integrantes del género: 450 en Opuntia viridirubra, 598 en Opuntia
brunneogemmia (Schlindwein y Wittmann, 1997), 396 en O. tomentosa (Galicia-Pérez,
2013) y 358 en O. phaeacantha (Osborn et al., 1988). El tamafio de los estambres
aparentemente depende de su posicion en la flor, siendo méas cortos los estambres que
se encuentran cercanos al estilo y alargandose conforme se alejan de él. Esta
disposicion se ha mencionado anteriormente (pero no cuantificado) para algunos
miembros del género (Grant y Grant, 1981). Ademas, los estambres son sensibles al
tacto (tigmotaxis) curvandose hacia el estilo independientemente del sitio donde se
haya recibido el contacto. Schlindwein y Wittmann (1997) proponen que cuando la
tigmotaxis ocurre en este sentido las anteras mas cortas y ricas en polen se cubren con
las anteras mas largas forzando a los polinizadores a descender y a tener contacto con
el estigma a su salida; en contraste con otro tipo de tigmotaxis donde los estambres se
dirigen hacia el sitio de contacto.

Un estudio realizado en O. rastrera indicé que produce un promedio de 160,699 granos
de polen por flor (Mandujano et al., 1996) mientras que Opuntia cantabrigiensis
presenta una cantidad mas elevada, alrededor de 365,691. Cada estambre posee
aproximadamente 761.36 (£52.79 EE) granos de polen por antera, de los cuales mas
del 90% son viables, esta proporcién se asemeja a lo mencionado por Pifia (2007) para
O. microdasys.

La mayor parte de las flores de la especie de estudio son diurnas y desde la antesis
hasta el cierre transcurren alrededor de 10 (x 0.171 EE) horas, un comportamiento
similar se describié en O. rastrera que presenta flores exclusivamente diurnas con una
apertura inicial a las 08:00 h, un pico maximo a las 12:00 h y un cierre gradual que

concluye a las 19:30 h (Mandujano et al., 1996). En contraste, una pequefia proporcién
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de las flores de Opuntia cantabrigiensis abren por la tarde, cierran aproximadamente a
media noche y tienen una segunda apertura al dia siguiente, esta caracteristica también
ha sido mencionada en otras especies del género como O. phaeacantha, O.
polyacantha (Osborn et al., 1988), O. ficus-indica (Rosas y Pimienta, 1986) y O. robusta
(del Castillo y Gonzélez 1988). Es importante sefialar que las flores de antesis
vespertina abren pocas horas al dia siguiente sumando un total de 11 o 12 horas
aproximadamente.

El pico maximo de apertura del perianto ocurre entre las 12:00 y las 13:00 h, lo cual
coincide con la mayor receptividad del estigma asi como con una frecuencia elevada de
visitantes. Ademas, la conducta floral parece estar relacionada con la cantidad de
radiacion solar recibida a lo largo del dia. Reportes previos sugieren que la antesis y el
comportamiento floral pueden estar influenciados por la incidencia de luz solar, tal es el
caso de Mammillaria huitzilopochtli (Flores-Martinez et al., 2013).

El horario de antesis suele estar asociado con el sindrome de polinizacion, asi se ha
sugerido que especies de cactaceas con polinizadores generalistas o sindromes de tipo
melitofilicos son diurnas (Mandujano et al., 2010); tal es el caso de Astrophitum asterias
(Martinez-Avalos, 2007), E. platyacanthus (Jiménez-Sierra et al., 2007), F. histrix (del
Castillo, 1994), Mammillaria grahamii (Bowers, 2002), O. microdasys (Pifia, 2007), y
Pereskia guamacho (Nassar et al., 2002).

Ciertos caracteres florales como la apertura de la corola (perianto), la dicogamia, la
hercogamia, y la relacion entre el nimero de évulos y granos de polen por flor son utiles
para determinar de forma indirecta el sistema de apareamiento de una especie (Cruden
1977). Las flores de O. cantabrigiensis son homégamas, es decir, que no existe un
desfase temporal significativo en la activacion de las funciones de los verticilos sexuales
de la misma forma que la mayoria de las especies del género (Reyes-Aglero et al.,
2006); al inicio de la antesis los estambres se encuentran agrupados alrededor del
estilo, sin llegar a tener contacto con él, y se van separando poco a poco. Tanto la
dehiscencia de las anteras como la receptividad del estigma se dan de forma gradual
hasta alcanzar un pico maximo casi simultaneamente.

En contraste, las flores de la especie de estudio presentan hercogamia tipica ya que los
estambres son mas cortos que el pistilo, quedando por debajo de éste y provocando
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una separacion espacial entre las estructuras reproductivas, éste patron es similar a lo
reportado para otras cactaceas como en el género Ariocarpus (Martinez-Peralta y
Mandujano, 2011), en O. tomentosa (Galicia-Pérez, 2013), en O. robusta (del Castillo y
Gonzélez-Espinosa, 1988) y en O. imbricata (Mc Farland et al., 1989). La hercogamia
es una caracteristica que puede contribuir a disminuir la autocruza y la interferencia
estigmatica, ademas se presenta de forma comuUn en plantas autoincompatibles
(Richards, 1986).

De acuerdo al indice de entrecruza y la relacion polen:évulo, Opuntia cantabrigiensis
tiene un sistema de apareamiento xen6gamo obligado o estricto lo cual fue corroborado
con los resultados obtenidos en los tratamientos de polinizaciéon controlada. Se ha
mencionado que el sistema xendégamo facultativo es el predominante dentro del género
Opuntia ya que la mayoria de los representantes tienen la capacidad de producir
semillas viables por entrecruza, pero una parte de su progenie puede ser producto de la
autogamia. Sistemas de aparamiento de tipo xénogamo facultativo se han reportado en
O. brasilaris (Grant y Grant, 1979a), O. lindheimeri (Grant et al., 1979), O. rastrera
(Mandujano et al., 1996), O. phaeacantha (Osborn et al., 1988), O. robusta (del Castillo
y Gonzalez-Espinosa, 1988) y O. tomentosa (Galicia-Pérez, 2013). La autocruza puede
ser una forma econdmica de reproduccion sexual y funciona como barrera genética,
evitando o reduciendo la hibridacion y permitiendo la produccion de semillas aun
cuando no ocurre polinizacion externa (Marquez et al. 2013). Ademas, contribuye a
disminuir la depresién endogamica y a mantener los ambientes colonizados ya que el
genotipo parental suele estar adaptado a las condiciones ecolégicas que prevalecen
(Charlesworth y Charlesworth, 1987).

En algunas especies de Opuntia como O. brunneogemmia y O. viridirubra, se ha
observado que la proporcién de cruzas autogamicas y xenogamicas pueden variar en
cada periodo de floracién y también de una localidad a otra (Reyes-Aguero et al., 2006).
Por otro lado, Fleming et al., (1996) sugirieron que dentro de una poblacién se pueden
modificar los patrones fenoldgicos de floracion como consecuencia de un sistema
xendgamo, principalmente para evitar la competencia con otras especies por
polinizadores. En este caso, se desconoce si la especie de estudio tiene variantes en su

sistema reproductivo en las distintas temporadas o en poblaciones de otras localidades,
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dados los alcances del estudio: una sola temporada reproductiva y una sola poblacion.
Opuntia cantabrigiensis no produce frutos por autocruza de forma natural,
probablemente por la distancia que existe entre los estambres y el pistilo, lo cual indica
que es incapaz de autopolinizarse por lo que es necesario un vector de transporte de
polen para que se lleve a cabo la fecundacién de los 6vulos, a diferencia de otras
especies las cuales no requieren de polinizadores por ejemplo O. macrocentra
(Mandujano et al., 2010) y O. tomentosa (Galicia-Pérez, 2013). Las plantas del género
Opuntia tienen una estrecha relacion con animales que llevan a cabo la polinizacion
(zoogamia) (Pimienta-Barrios y del Castillo, 2002); a pesar de que la mayoria de las
especies son capaces de formar frutos y semillas por autopolinizacion, la interaccién
con estos vectores les permite obtener los beneficios de la fecundaciéon cruzada.

Por otro lado, la baja cantidad de frutos obtenidos en los tratamientos de autogamia
manual sugieren la existencia de depresién endogamica, que puede expresarse en tres
niveles dentro de las fases tempranas del ciclo de vida: durante el desarrollo
embrionario, en la germinacién o en la supervivencia de plantulas (Mandujano et al.,
1996). O bien, de algan mecanismo de auto-incompatibilidad; estos sistemas genéticos
impiden de manera total o parcial la formacion de semillas provenientes de la
autofecundacion. Los sistemas de autoincompatibilidad basicamente se expresan en
dos niveles: gametofitico o esporofitico. En el primero el genotipo haploide del grano de
polen determina la compatibilidad del fenotipo, permitiendo o frenando el crecimiento
del tubo polinico a través del estilo, mientras que en el esporofitico la incompatibilidad
fenotipica del polen es determinada por el genotipo del progenitor impidiendo a nivel
estigmatico su germinacion (de Nettancourt, 1997).

Existen muy pocos reportes de autoincompatibilidad en el género, tal es el caso de O.
polyacantha (Osborn et al., 1988) y O. microdasys (Pifia, 2007) pero es una
caracteristica comun para otras cactaceas, por ejemplo: Cereus horrispinus (Nassar et
al., 1997), Echinomastus erectocentrus (Johnson, 1992), M. grahamii (Bowers, 2002),
Neobuxbaumia macrocephala (Valiente-Banuet et al., 1997) y Polaskia chende (Cruz y
Casas, 2002).

En un estudio realizado en O. spinosissima (Negrén-Ortiz, 1998) el tipo de

autoincompatibilidad encontrado es el gametofitico, acompafado de la presencia de
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abundantes exudados en el estigma. Dado que, este sistema asi como el nimero de
loci genéticos que lo controlan son reducidos y conservados dentro de las familias de
plantas es posible que, la especie de estudio, de presentar un sistema de
autoincompatibilidad éste corresponderia al tipo gametofitico (de Nettancourt, 1997), del
mismo modo que se propuso para O. microdasys (Pifia, 2007). Sin embargo, para
corroborar estas hipoétesis e identificar el tipo de sistema de incompatibilidad existente,
es necesario realizar estudios genéticos que determinen la estructura poblacional y
técnicas de crecimiento de tubos polinicos que proporcionen informacién directa sobre
el reconocimiento y la germinacion o inhibicion de los granos de polen.

Aunado a esto, el éxito obtenido en los tratamientos de geitonogamia sugiere que O.
cantabrigiensis de presentar un sistema de autoincompatibilidad, éste podria ser
parcial. Pifia (2000) reporta un patron similar en Ferocactus robustus, donde las flores
polinizadas por autogamia no producen frutos, mientras que las flores polinizadas por
cruzas geitonogamicas si los producen. Este efecto ha sido explicado por mutaciones
somaticas o por variaciones en la recombinacion. Otra hipétesis propuesta se relaciona
con la asignacion de recursos de la planta madre ya que, se ha observado, que los
frutos provenientes de la autogamia suelen producir menos semillas y son mas
susceptibles a ser abortados. Sin embargo, ain no se conoce con certeza la causa
(Wilcock y Neiland, 2002).

Dado que, la mayoria de las flores de O. cantabrigiensis reciben una importante
cantidad de polen en los estigmas (obs. pers.) las diferencias halladas en cuanto a la
produccion de semillas no se deben a limitacion por cantidad de polen sino
probablemente a la disponibilidad de polen compatible. Cominmente el aborto de frutos
o la disminucion en el numero de semillas producidas, puede depender de la cantidad
de flores del mismo genotipo que se encuentren presentes en el vecindario
reproductivo. La proporcién de polen compatible respecto al no compatible tiene una
influencia directa, es decir, si la deposicion de polen incompatible en los estigmas
aumenta, afectard negativamente la fecundacion de los 6vulos y por lo tanto la
produccion de frutos y semillas (Carrillo-Angeles, 2006).

En general, la cantidad de semillas producidas por fruto puede depender de factores

intrinsecos como la disponibilidad de recursos en la planta madre, el sistema de
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apareamiento, el sistema de cruzamiento, la composicidn genética, la cantidad de
ovulos disponibles, asi como su probabilidad de ser polinizados y de factores
extrinsecos como la densidad poblacional y la eficiencia de los polinizadores (Gigon et
al., 2000).

En este sentido, ciertas caracteristicas morfologicas de las flores tienen un papel
importante; por ejemplo las diferencias que existen en el tamafio ovarico y, por tanto, en
el numero de Ovulos por flor. Esto tiene implicaciones importantes en la fecundidad
individual y se ve reflejado en el nimero de semillas que se producen. Las flores de
Opuntia cantabrigiensis pueden tener desde 116 hasta 464 ovulos, lo cual representa
una diferencia notable que no solo ocurre entre individuos, sino también dentro de las
flores de una misma planta; esta variaciébn fue descrita también en el caso de O.
microdasys (Pifia, 2007).

Wyatt (1983) menciona que las plantas que poseen un sistema de apareamiento de tipo
xenégamo, como en el caso de la especie de estudio, producen muchas semillas
(cuando no existe una limitacion por polen o recursos) en comparacion con un sistema
autogamico en el que se generan menos semillas; ademas, éstas suelen presentar
problemas de viabilidad y contribuyen de forma negativa en la variabilidad genética de
las poblaciones. Por ejemplo O. tomentosa que es una especie autocompatible,
presenta 54.92 (£3.3 EE) semillas en promedio en una poblacion ubicada en Cadereyta
de Montes, Qro. (Galicia-Pérez, 2013) y 115 (x5 EE) semillas en una poblacién del
pedregal de San Angel en la Ciudad de México (Mandujano et al., 2014), mientras que
en O. cantabrigiensis se contabilizaron alrededor de 157.9 (+ 13.42 EE).

En este respecto, los tratamientos de entrecruza y el grupo control, no presentaron
diferencias significativas; sin embargo, la baja cantidad de semillas obtenidas en
geitonogamia puede deberse al efecto de la depresion endogamica, lo cual se traduce
en una menor produccion de frutos y semillas vigorosas (Mandujano et al.,, 1996).
Existen distintos niveles de expresion de la depresidon endogamica reportados para
cactaceas, entre ellos la disminucion de la cantidad de frutos y/o semillas o una menor
germinacion y supervivencia de plantulas (Mandujano et al., 2010).

En el calculo realizado a partir de los experimentos de polinizacion controlada se obtuvo

6= 0.966 a nivel de frutos y 6= 0.520 para semillas. Esto difiere de otros integrantes del

48



genero por ejemplo O. macrocentra para la que se reporta 6= 0.07 en frutos y 6= 0.53
para semillas (Mandujano et al.,, 2010). De manera general se considera que la
existencia de depresion endogamica es una caracteristica comun para Opuntia, ya sea
en la produccién de frutos o de semillas. Aunque es importante resaltar, que en la
mayoria de los casos este parametro se desconoce, ya que no se incluye ningun tipo de
estimacion.

La tasa de entrecruzamiento (0.967) muestra que Opuntia cantabrigiensis tiene una
clara y marcada tendencia a la entrecruza, a diferencia de la mayoria de los miembros
de Opuntia que exhiben sistemas mixtos morfolégica y funcionalmente, como O.
compressa, O. engelmannii y O. phaeacantha (Grant et al., 1979).

Otro factor importante a destacar en la poblacién es la posibilidad de hibridacion (obs.
pers.) que, bajo condiciones naturales puede ser alta y se debe principalmente al
sobrelapamiento de la fenologia floral y de los polinizadores con especies simpatricas
provocando en cierto grado interferencia estigmatica con granos de polen de otras
especies. Uno de los indicadores mas comunes de la existencia de compatibilidad
interespecifica es la existencia de individuos que presentan atributos morfolégicos
intermedios, lo cual se puede comprobar con evidencias citogenéticas o mediante
cruzas artificiales (Reyes-Aguero et al., 2006).

Por lo tanto, aspectos como la deposicibn de polen intrafloral, geitonogamico o
interespecifico son determinantes para la formacion de frutos y semillas en la especie
de estudio, aunado al probable efecto de autoincompatibilidad o de depresion
endogamica del mismo modo como fue descrito para O. microdasys (Pifia, 2007). Esto
puede ser potenciado o favorecido por la conducta de los polinizadores generalistas ya

gue Opuntia cantabrigiensis depende de vectores de transporte de polen.

5.2 Sindrome de polinizacion
Algunos estudios sugieren que la actividad de los polinizadores y su abundancia han
influido en la evolucion y mantenimiento de los sistemas reproductivos (Fleming et al.,
1998). La actividad de los polinizadores responde a la distribucion espacial de la
poblacién, asi como a la densidad de individuos y a caracteristicas florales como forma,
tamafio y disponibilidad numérica, ademas de la calidad de recursos como néctar o

polen (Knight et al., 2005). Otros factores como el clima, la temperatura, la radiacion
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solar y la hora del dia son determinantes en la frecuencia de las visitas florales (Stone y
Jenkins, 2008). Asi se encontré que en el intervalo de 11:30 — 13:30 h se presentaron la
mayor cantidad de visitas, disminuyendo considerablemente durante la tarde. Esto
puede deberse a que la luz y el calor aceleran la actividad de los insectos, ya que, al
ser ectotermos requieren un incremento en la temperatura para mantener el
funcionamiento de los musculos durante el vuelo (Schoonhoven et al., 2005).

Ademas, algunas flores tienen la capacidad de reflejar los rayos ultravioleta del sol, lo
cual resulta mas evidente en horas en las que la incidencia de luz es alta. De esta
forma se favorece el reconocimiento y la atraccion de los polinizadores (Richards, 1986;
Lloyd y Barret, 1996). Este efecto, puede ser causado por el color de los pétalos
(particularmente amarillo y violeta), o bien, por la presencia de patrones especificos de
absorcion o reflexion denominados “guias de abejas” (Schoonhoven et al., 2005).

La polinizacion en la familia Cactaceae esta fuertemente asociada a los animales, y
ciertas relaciones planta-polinizador suelen ser muy frecuentes, por ejemplo:
murciélagos nectarivoros y cactaceas columnares como Pachycereus y Stenocereus
(Valiente-Banuet et al., 1996); colibries y ciertos géneros como Rathbunia, Peniocereus,
Nopalea y Pachycereus (Gibson y Nobel 1986); esfingidos y representantes de
Epiphyllum, Cereus, Acanthocereus y Selenicereus (Grant y Grant 1979b) y diferentes
especies del género Opuntia estrechamente relacionadas con abejas (Grant et al.,
1979).

Sin embargo, los sistemas de polinizacion no son estaticos y tienden a la
generalizacion, lo cual se ha considerado como una consecuencia de factores
ecologicos, genéticos o filogenéticos que limitan el desarrollo de sistemas
especializados. En este sentido diversos estudios han reportado un amplio grupo de
visitantes florales para el género Opuntia incluyendo 84 especies de Hymenoptera (de
los cuales 28 se consideran polinizadores), 11 de Coleoptera, dos de Lepidoptera 'y 10
especies de aves (de los que sélo tres son polinizadores) (revisado en Reyes-Aglero et
al., 2006).

El visitante floral mas frecuente registrado para Opuntia cantabrigiensis fue una abeja
solitaria de talla mediana perteneciente al género Diadasia. Esta se desarrolla de

manera natural en el continente americano y en mayor medida, en zonas aridas y
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semiaridas (Linsley y MacSwain, 1957); es considerada junto con Lithurge como
insectos oligolécticos, debido a que solo visitan un niamero reducido de especies de
plantas (Schlindwein, 2004). Ambas son catalogadas como polinizadoras, ya que su
actividad en la flor asegura la toma y deposicion de granos de polen (puesto que
aterrizan directamente en el estigma y después descienden hacia la camara nectarial),
ademas estimulan la tigmotaxis de las anteras. Existen mdultiples reportes de su
presencia en las poblaciones de Opuntia incluso se ha llegado a sugerir coevolucion
con el genéro (Linsley y MacSwain, 1957; Mc Farland, 1989; Sipes y Wolf, 2001). El
tercer morfo mas abundante es Ceratina seguido de Augochloropsis, éstas también
tienen actividad de polinizador, sin embargo, no son reportadas comunmente en
Opuntia. De forma natural se distribuyen en regiones tropicales y dentro del grupo
existen especies desde solitarias, hasta eusociales (Coelho, 2002).

En quinto lugar se encontraron individuos del género Apis con frecuencias bajas pero
constantes, esto podria tener efectos negativos dado que su patrén de forrajeo es muy
limitado y promueve la endogamia, ademas suele competir y desplazar a las
poblaciones de especies nativas. Sin embargo, dada la actual crisis de polinizadores, es
posible que su participacion compense la falta de polinizadores nativos (Martinez-
Peralta y Mandujano, 2012). Estudios mas finos son necesarios para determinar los
efectos que tiene sobre poblaciones particulares.

El resto de los visitantes tienen frecuencias mas bajas, sin embargo, algunos como
Megachile, Lasioglossum, Augochlorella, Bombus y Ashmeadiellaya han sido
reportados anteriormente para el género Opuntia (Grant et al., 1979; Mc Farland, 1989;
Osborn et al. 1988). Mientras que, las hormigas, el coledptero y el diptero actian como
robadores de polen y néctar, ya que Unicamente consumen los recursos que ofrecen las
flores.

Dadas las caracteristicas y conductas florales, asi como la identidad de los visitantes se
propone que Opuntia cantabrigiensis presenta un sindrome de polinizacién por
melitofilia del mismo modo que la mayoria de las especies del género, por ejemplo O.
microdasys (Pifla et al., 2007), O. polyacantha (Osborn et al.,, 1988), O. rastrera
(Mandujano et al., 1996) y O. robusta (del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988).

La polinizacion por animales constituye un proceso clave en la biologia reproductiva de
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la mayor parte de las angiospermas (Kearns et al. 1998). La interaccion de los vectores
polinizadores con plantas autoincompatibles, como es el caso de la especie de estudio,
es fundamental ya que favorece o limita la reproduccion sexual siendo el Unico medio
para el transporte de los gametos, influyendo de forma directa en el éxito reproductivo
de las especies y en la estructura genética de sus poblaciones. Actualmente la
fragmentacion del hébitat, el cambio de uso de suelo, las practicas de agricultura y
ganaderia, asi como la invasion de plantas y animales no nativos ha llevado a un
decremento en las poblaciones de animales que actian como vectores, afectando
procesos ecoldgicos y evolutivos.

El éxito del género Opuntia en cuanto a su distribucidon, dispersiéon y multiplicacion
puede ser parcialmente atribuido a la asociacion estrecha que presenta con animales,
aunado a la combinacion de dos tipos de reproduccion: la via sexual que favorece la
variabilidad genética de las poblaciones y la via clonal que mantiene la colonizacién de
los ambientes. Sin embargo, ya que aproximadamente solo el 2% de las méas de 2,000
especies de cactaceas han sido determinadas en cuanto a su biologia reproductiva
(Mandujano et al.,, 2010) son necesarios mas estudios que permitan entender la

evolucion de los sistemas reproductivos, asi como sus tendencias actuales.
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VI. CONCLUSIONES

%’9 Opuntia cantabrigiensis tiene un periodo de floracion que dura de cinco a seis
semanas iniciando en el mes de abril; el pico maximo de antesis floral ocurre en la

segunda quincena del mismo mes. La fructificacion se desarrolla de mayo a julio.

W Sus flores son morfolégica y funcionalmente hermafroditas, diurnas, homogamas,

con hercogamia y tienen una longevidad promedio de 10 horas.

;\g Opuntia cantabrigiensis tiene un sistema de apareamiento xenégamo obligado o
estricto y un sistema de cruzamiento por entrecruza, ademas presenta

autoincompatibilidad.

%ﬁ Se encontré depresion endogadmica alta en la produccion de frutos (6=0.966) y
semillas (§=0.520).

%9 Los visitantes florales mas frecuentes son abejas solitarias que pertenecen a los
géneros Diadasia, Lithurge, Ceratina y Augochloropsis.

%ﬁ Dadas las caracteristicas y conductas florales se propone un sindrome de

polinizacién por melitofilia.
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