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RESUMEN

Los estudios de biologia reproductiva en las angiospermas permiten entender diversos
aspectos sobre la estructura genética de las poblaciones, las interacciones que establecen
con otras especies y diversos atributos de su historia de vida. De este modo en los sistemas
sexuales de las plantas con flor pueden reconocerse a) los sistemas de apareamiento
(breeding system) y b) los sistemas de cruza (mating system). Los primeros se refieren a
todos aquellos mecanismos de expresion sexual a nivel de flor (i.e. hercogamia y
dicogamia), de individuo o del conjunto de plantas en una poblacién (v.g. dioecia, el
hermafroditismo, la ginodioecia, entre otros); mientras que los segundos determinan el
flujo de polen y la composicion genética de la misma, entre éstos se reconocen
principalmente la autocruza, la entrecruza o los sistemas mixtos. La hipotesis central de la
biologia reproductiva sugiere que se favorece la entrecruza sobre otros sistemas de cruza,
por esta razon y con la finalidad de promover el entrecruzamiento cada planta desarrolla
diferentes atributos morfofisioldgicos, conductuales y fenoldgicos que en conjunto
constituyen su biologia floral. Uno de estos mecanismos consiste en la atraccion de agentes
biolégicos encargados de la transferencia del polen y se ha propuesto que existe una
estrecha relacion entre los atributos reproductivos de las plantas y las caracteristicas de los
visitantes florales, a lo que se ha denominado sindromes de polinizacion. Los sindromes de
polinizacién reportados para las cactaceas son la quiropterofilia, la ornitofilia, la falenofilia,
y principalmente la melitofilia llevada a cabo por abejas solitarias. Debido a la importancia
que representan los estudios de biologia reproductiva de las cactaceas, en este trabajo se
estudio la biologia reproductiva de Stenocactus arrigens en Cadereyta de los Montes,
Querétaro, México. Se realizaron experimentos de polinizacién controlada para la
evaluacion del sistema de cruza, se determind el sistema de apareamiento y la fenologia
reproductiva de la especie, asi como un registro de los visitantes florales. Los resultados
indicaron que la especie presento un periodo de floracion y fructificacion entre los meses
de enero a abril del afio 2014. Se determind que las flores presentaron en promedio 109
ovulos y 263,201granos de polen, la produccién de néctar fue escasa, su longevidad

promedio fue de dos dias; ademas, se observé la ocurrencia de hercogamia y dicogamia.



Los principales visitantes florales observados fueron escarabajos de las Familias
Curculionidae y Melyridae, asi como abejas de las Familias Hallictideae y Andrenidae.

Asimismo, S. arrigens presentd un sistema de apareamiento xendgamo obligado (OCI
>5), con escasa limitacion por polen; el sistema de cruza fue mixto ya que en la
produccién de frutos no se observaron diferencias significativas (X?;. ,=4.18) y la tasa de
entrecruza fue de 0.45. La menor produccion de semillas, asi como el porcentaje de
germinacion mas bajos se obtuvieron de los tratamientos de autocruza, por lo que sostiene

que la endogamia es mas fuerte en estos procesos.

Palabras clave. Sistemas de cruza, sistemas de apareamiento, limitacion por polen,

sindromes de polinizacién, endogamia y Stenocactus arrigens.

1. INTRODUCCION

La familia Cactaceae comprende aproximadamente 2000 especies y es originaria del
continente americano (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001).Se encuentran distribuidas
desde el norte de Canada (59° latitud norte) hasta la Patagonia (52° latitud sur; Bravo-
Hollis, 1978). La flora de México ha sido considerada como una de las méas variadas del
mundo y es el pais con la mayor riqueza de cactaceas a nivel mundial al contar con
alrededor de 913 taxa; agrupados en 24 géneros conformando un total de 669 especies de
las cuales cerca del 80% son endémicas (Guzman y Davila, 2003). Esta riqueza puede ser
explicada gracias a la posicion geogréafica del pais; a lo accidentado de su fisiografia, a la
gran cantidad de cadenas montafosas, litorales, altiplanos, valles y cuencas fluviales
(Bravo- Hollis, 1978). Asimismo, se ha reconocido que son importantes los efectos de la
variedad de tipos de suelos, asi como también las intensas migraciones recibidas tanto de
Norteamérica como de América del Sur, que en conjunto han contribuido a la
diversificacion de una gran cantidad de especies. (Bravo y Scheinvar, 1995). Debido a los

fendmenos anteriormente descritos la mayor parte de nuestro pais se encuentra formado por



regiones aridas y semiaridas donde la reducida disponibilidad de agua y la alta radiacion
solar han provocado que , las plantas que crecen en estos ambientes hayan desarrollado una
serie de adaptaciones que les han permitido sobrevivir y reproducirse con gran éxito
(Bravo, 1978). En conjunto, tales adaptaciones les permiten acumular el agua absorbida
durante las lluvias esporadicas, y al mismo tiempo evitan que la mayor parte de ésta se
pierda durante la evapotranspiracion (Bravo y Scheinvar, 1995; Godinez- Alvarez et al.,
2003).

Para los cactus al igual que en el resto de las angiospermas, la flor resulta ser uno de los
organos de mayor importancia ya que determina los eventos reproductivos sexuales. Su
estructura es muy semejante a la del resto de las dicotiledoneas, sin embargo, presenta
caracteristicas particulares que resultan significativamente distintas (Mandujano et al.,
2010). Las flores surgen a partir de las areolas, son sésiles, casi siempre actinomorficas y
hermafroditas. A excepcion del género Pereskia, el ovario es infero policarpelar y se
encuentra incluido en el pericarpelo, el cual es una rama especializada que se alarga para
dar origen al receptaculo. A partir de este ultimo se desarrollan a manera de espiral los
segmentos externos del perianto y hacia adentro se forman los estambres. (Mandujano et
al., 2010; Bravo-Hollis, 1978). En la mayor parte de las especies, los granos de polen son
pequefios, esféricos, amarillentos, lisos o con poros (Bravo- Hollis, 1978). El fruto es de
tipo compuesto porque en su formacion intervienen el ovario y el pericarpelo; asimismo,
su morfologia es esférica, globosa o con forma de clava, en el cual se produce una gran
cantidad de semillas (Bravo y Scheinvar, 1995). El néctar es secretado por una estructura
similar a un disco localizado a lo largo del hipantio y en algunas especies es posible

localizar nectarios bien diferenciados (Mandujano et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, México es considerado como uno de los paises que
posee un alto indice de diversidad y endemismo de flora cactologica, desafortunadamente,
una alta proporcion de estas especies se encuentran en peligro de extincion o amenazadas
(Herndndez et al.,, 2010; Goettsch et al., 2015). Ante esta situacion, son de suma
importancia los trabajos enfocados en la planeacién de estrategias de conservacion de las
mismas. En la actualidad uno de los enfoques mas interesantes consiste en el disefio de

planes de manejo que utilizan como principal herramienta a los estudios sobre la biologia



reproductiva de las especies de interés y los estudios demograficos (Caswell, 1996). Estos
estudios son de gran importancia ya que permiten identificar las interacciones bidticas
establecidas entre los organismos de la misma especie y/o de especies distintas; asi mismo
son de utilidad en la determinacién de aspectos basicos sobre sus historias de vida y para
establecer el estado actual de sus poblaciones (Martinez- Peralta et al., 2014; Caswell,
1996).

Los estudios de biologia reproductiva tienen diversas vias de analisis. La primera de ellas
consiste en la evaluacion de los sistemas de cruza (mating system) que se refieren al patron
de transmision de genes entre los individuos de una poblacion con la finalidad de generar
descendencia y que establecen las bases de la estructura genética de la poblacion (Waser y
Price, 1993; Mandujano et al., 2010 y Galicia, 2013).

Se reconocen tres tipos principales de sistemas de cruza: la autocruza en la cual la
fertilizacion sélo puede ser llevada a cabo cuando los gametos femenino (6vulo) vy el
masculino (grano de polen) presentan el mismo genotipo; la entrecruza en donde la
fertilizacion solamente ocurre si los gametos presentan genotipos distintos; y finalmente,
los sistemas mixtos en los que se combinan ambas estrategias (Waser y Price, 1993;
Galicia, 2013). Para el anélisis de los sistemas de cruza se han desarrollado diversas
estrategias de estudio, una de ellas consiste en la determinacion de la tasa de fecundacién
cruzada a partir de la produccion de frutos y semillas obtenidos mediante experimentos de

polinizacién controlada, a través de la siguiente formula (Mandujano et al., 2010):
te = wx / (wx + ws)

donde te es la tasa de fecundacién cruzada, wx es el total de semillas producidas por los
tratamientos de entrecruza y ws es el total de semillas procedentes de la autofecundacion.
De esta forma, la tasa de entrecruza adquiere valores que van desde 0 para los sistemas con

autocruza obligada, 0.5 para los sistemas mixtos y1 para los de entrecruza obligada.

La segunda via de analisis consiste en la evaluacion de los sistemas de apareamiento
(breeding system) que se refieren a los mecanismos morfoldgicos y fisioldgicos a nivel de
flor, individuo o poblacién que determinan la expresion sexual en las plantas (Richards,

1986; Galicia, 2013). La evaluacion de los sistemas de apareamiento es realizada
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tipicamente mediante la determinacion de la relacion polen 6vulo y la estimacion del indice
de entrecruza (outcrossing index OCI) propuestos por Cruden en 1977). Dicho autor
establecié una clasificacion de los sistemas de apareamiento (OCI) en angiospermas. El
primero de ellos es la cleistogamia (OCI = 0) en la cual las flores se autocruzan debido a la
ausencia de antesis; la autogamia obligada en la cual se producen semillas so6lo a través de
la autofertilizacion (OCI = 1). La autogamia facultativa (OCI = 2) ocurre en plantas cuyas
flores recurren a la autofertilizacién para la produccion de semillas aunque en ocasiones
pueden valerse de la entrecruza; en las plantas con xenogamia facultativa (OCI = 3) la
mayor produccién de semillas proviene de la entrecruza y en ciertas condiciones pueden
llegar a ser autocompatibles. Por Gltimo, la xenogamia obligada (OCI = 4) caracteriza a
aquellas plantas cuyas flores s6lo generan semillas si estas provienen de la entrecruza. En
algunas especies de cactaceas este indice ha tomado mayores valores (OCI=5),
especialmente para aquellas que presentan hercogamia, tasas de entrecruzamientos cercanas

a 1y ademas un sistema de autoincompatibilidad (Martinez-Peralta et al., 2011; 2014).

La morfometria floral permite conocer de manera general las caracteristicas morfoldgicas
de la flor, el ciclo floral e inferir asi el sistema de cruzamiento de las plantas a través de la
estimacion del indice de entrecruza (OCI) (Galicia, 2013). Para lo anterior se consideran
tres parametros de la morfologia de la flor que son: a) el diametro de la corola, b) la
separacion temporal de las funciones sexuales dentro de la flor (dicogamia) y ¢) la
separacion espacial de las funciones masculinas y femeninas (hercogamia) (Tabla 1). Estos
analisis también permiten determinar el o los sindromes de polinizacién asociados (Cruden,
1977; Richards, 1986; Galicia, 2013).



Tabla 1. Conducta floral, caracteristicas florales evaluadas y la puntuacion otorgada al atributo en el
indice de entrecruza. Tomado de Cruden (1977). La suma de las puntuaciones indica el valor
otorgado al indice OCI.

Didmetro de la flor Separacion temporal de las Separacion espacial de las
funciones sexuales (dicogamia). funciones sexuales

(hercogamia).

Mas de 1 mm=0 Homogamia y protoginia =0 Sin separacion=0
1-2 mm=1 Homogamia y protoginia =0
2-6 mm=2 Separados=1
Mas de 6 mm=3 Protandria =1 Separados=1

Por su parte, la relacion polen 6vulo (P/O) se relaciona con las caracteristicas sexuales de la
flor; de manera general se ha demostrado (Cruden, 1997, Mandujano et al.,2010) que las
plantas con sistemas de entrecruza presentan P/O muy elevados (Tabla 2) ya que necesitan
transferir su polen a grandes distancias o requieren de vectores para la transferencia del
mismo, por estas razones se ven obligadas a producir grandes cantidades de polen de
manera que se asegure la llegada de éste a otras plantas y se promueva la fertilizacion
efectiva, se compense la produccion de polen defectuoso y que se recompense a los
vectores bidticos que se encarguen de transferirlo. Estos eventos en conjunto pueden
promover la ocurrencia de un fendmeno conocido como limitacion por polen; es decir, la
insuficiencia cualitativa y cuantitativa de los granos de polen al depositarse en el estigma
implican una menor produccién de semillas (seed set) en los grupos control, en contraste
con aquellos a los que se les afiade una carga de polen suplementario (Larson y Barret,
2000; Argueta et al., 2013; Galicia, 2013).




Tabla 2. Sistemas de apareamiento y relacion polen 6vulo (Tomado y modificado de Cruden, 1977).

OoClI Sistema de apareamiento P/O Log P/O
0 Cleistogamia 4.7£0.7 0.65+0.07
1 Autogamia obligada 27.743.1 1.43+0.05
2 Autogamia facultativa 168.5+22.1 2.15+0.06
3 Xenogamia facultativa 796.6+87.7 2.81+0.05
4 Xenogamia obligada 5859.2+936.5 3.65+0.06

Las cactaceas al igual que otras angiospermas han desarrollado una serie de adaptaciones
morfofisioldgicas que les permiten promover el entrecruzamiento y evitar con ello los
efectos nocivos de la endogamia como lo es la disminucion de la adecuacién de sus
poblaciones (depresion endogadmica) (Mandujano et al., 2010; Argueta et al., 2013). Una
de estas adaptaciones es la dicogamia, mediante la cual la maduracion de las funciones
masculinas y femeninas dentro de la flor ocurre en periodos distintos. Asi cuando los
granos de polen maduran, antes de que el estigma se encuentre receptivo, se originan flores
protandricas. Por otro lado, cuando en la flor ocurre primero la maduracion de los évulos la
flor es de tipo protogina (Mandujano et al; 2010; Jaramillo, 2006). La evidencia sugiere
que en Pilosocereus royenii la separacion temporal de las funciones sexuales tiene una
duracion de aproximadamente tres horas; en cambio, en otras especies tales como
Ferocactus histrix y Echinocactus platyacanthus la duracién de este mecanismo puede
extenderse hasta por varios dias (Mandujano et al., 2010). Esta estrategia evita que el polen
pueda fertilizar a la misma flor, pero no impide la geitonogamia, es decir, la transferencia

de polen entre flores distintas de la misma planta (Larson y Barret, 2000; Galicia, 2013).

Por otro lado, en la hercogamia las estructuras sexuales masculinas y femeninas dentro de
la flor se encuentran morfoldgica y espacialmente separadas. Este fendmeno ha sido
reportado en Ariocarpus fissuratus, Pilosocereus lanuginosus y Pilosocereus moritzianus
ya que todos presentan diferencias significativas entre el tamafio del estilo y el de las
anteras (Mandujano et al., 2010; Martinez-Peralta et al., 2011; 2014).

Otra de las estrategias involucradas en la promocion del entrecruzamiento son los sistemas

de autoincompatibilidad que consisten en una serie de mecanismos moleculares utilizados
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por las plantas para prevenir la autofertilizacion y la endogamia (Rea y Nasrallah, 2008;
Martinez-Peralta et al., 2011; 2014); lo anterior implica un sistema de reconocimiento
celular entre los genotipos de las plantas madre y padre que regulan la aceptacién o rechazo
de los granos de polen (Larson y Barret, 2000; Mandujano et al., 2010; Galicia, 2013;). Se
ha demostrado que la mayor parte de las cactaceas que presentan hercogamia y/o dicogamia
también expresan sistemas de autoincompatibilidad; un ejemplo de lo anterior son las
especies del género Schlumbergera (Mandujano et al., 2010). Por ello, la dicogamia y la
hercogamia pueden tener otras funciones como la de evitar la interferencia reproductiva y
el descuento de polen (Lloyd y Webb, 1986; Lloyd ,1992).

Asimismo, la atraccion hacia agentes bidticos encargados de la dispersion de los granos de
polen constituye otra adaptacion que las angiospermas han desarrollado para promover la
entrecruza y se considera que existe una estrecha relacion entre los rasgos florales y los de
los polinizadores. Barrett y Harder (2006) sostienen que los “sindromes de polinizacion”
son el resultado de una convergencia evolutiva entre los rasgos florales y los de los
polinizadores cuya finalidad es la de lograr una transferencia 6ptima de polen entre los
individuos de una misma especie y promover asi la fertilizacion efectiva (Galicia, 2013).
Para las cactaceas, los sindromes de polinizaciéon reportados son la quiropterofilia, la
psicofilia, la falenofilia, la ornitofilia y la melitofilia. Por ejemplo, en la cactacea globosa
Echinomastus erectocentrus la polinizacién es llevada a cabo por abejas solitarias
(Martinez-Peralta et al., 2014). Por su parte, la quiropterofilia y falenofilia se han reportado
para cactaceas columnares tales como Stenocereus griseus, S. eruca, S. repandus, S.

horrispinus y Neobuxbamia macrocephala. (Mandujano et al., 2010).

Por otro lado, en la evaluacion de los analisis de la biologia reproductiva en plantas son
necesarios los estudios relacionados con los comportamientos fenoldgicos de las mismas,
ya que éstos permiten comprender los procesos que influyen en la reproduccion sexual.
Para el caso particular de las cactaceas, las flores presentan una longevidad promedio de
dos dias, sin embargo pueden modificar este periodo segun las condiciones ambientales y/o
la falta de polinizacion (Martinez-Peralta y Mandujano, 2012). Asimismo, mediante estos
estudios es posible comprender la relacion que los cactus establecen con los polinizadores y

la respuesta morfoldgica y fisiologica que las plantas desarrollan ante estimulos



ambientales como son la temperatura y la humedad (Gonzales y Navarro, 2011). Por
ejemplo, se ha comprobado que en diversos grupos de cacticeas la produccion de
estructuras sexuales ocurre de manera asincronica y simultdnea lo que les ofrece una
ventaja ante condiciones ambientales adversas (Bustamante y Bdrquez, 2005). Esto en
conjunto determina que la floracion se lleve a cabo en el momento preciso del afo; de tal
manera que, la asignacion de recursos sea la mas éptima para la formacion de frutos y

semillas (Elzinga et al., 2007).

Como se ha visto, los sistemas que componen a la biologia reproductiva de las cactaceas
son sumamente complejos y de gran interés bioldgico, y aunque se han desarrollado
diversos trabajos relacionados con esta tematica, ain permanecen desconocidos diversos
aspectos de la biologia reproductiva de un gran numero de especies. De acuerdo con
Mandujano et al (2010) se conoce menos del 5% de la biologia floral de las especies de
cactaceas; un ejemplo de lo anterior son las especies localizadas en el extremo sur del
Desierto Chihuahuense- Queretano, el cual segun Hernandez et al., (2010) constituye un
gran nucleo de gran diversidad y endemismos. En este lugar el género Stenocactus es uno
de los mas diversos y menos estudiado, por estas razones en este trabajo se pretende abrir
un panorama a la investigacion de este género a partir del analisis de la especie Stenocactus
arrigens y con ello determinar las caracteristicas generales de su biologia reproductiva y el

sindrome de polinizacion que presenta.

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general.

- Determinar la biologia floral, los patrones fenologicos y el sindrome de polinizacién de
Stenocactus arrigens en el Jardin Botanico de Cadereyta de los Montes “Ing. Manuel

Gonzalez de Cosio” Querétaro, México.

2.2. Objetivos particulares

a) Determinar el sistema de cruza y el sistema de apareamiento de Stenocactus

arrigens.



Evaluar la conducta floral de la especie.

Establecer si esta especie presenta limitacion por polen mediante experimentos de
polinizacion controlada.

Analizar la existencia de autoincompatibilidad en S. arrigens mediante experimentos
de polinizacion controlada.

Conocer la fenologia reproductiva de S. arrigens en la poblacion estudiada.

Determinar el sindrome de polinizacion presente en S. arrigens.

2.3 Hipotesis

b)

d)

Una alta proporcion de cactus favorecen la entrecruza a través de diversos
mecanismos morfofisioldgicos y conductuales de autoincompatibilidad para reducir
el riesgo de depresion por endogamia. Si este es el caso de Stenocactus arrigens,
entonces la produccion de frutos (fruit set) y la produccion de semillas (seed set)
provenientes de estos tratamientos serd mas exitosa que en los de autocruza.

Si se favorece la entrecruza, el indice de entrecruza (OCI) hara referencia a un
sistema de apareamiento xendégamo obligado o facultativo. Asimismo, la relacion
polen Gvulo presentara valores altos.

Las especies que se entrecruzan presentan una mayor limitacion de polen debido a
que éste se encuentra disponible en menor proporcion; por lo tanto, si S. arrigens la
presenta, los tratamientos de polen suplementario tendran una mayor produccion de
frutos y semillas que los del grupo control.

Si los eventos reproductivos en S. arrigens dependen de las condiciones de su
entorno, se espera que la floracion ocurra de manera simultanea y cuando la
disponibilidad de recursos sea la méas conveniente.

En la mayoria de las cactaceas globosas la polinizacion es llevada a cabo por abejas
solitarias, si este es el caso de S. arrigens el sindrome de polinizacién que se

observara sera la melitofilia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion de la especie

Stenocactus arrigens (Link) A. Berger ex A.W. Hill es un cactus con tallo subgloboso de
color verde glauco y mas o menos aplanado en el apice. La especie presenta costillas
delgadas, onduladas que varian en numero entre 34 y 42 y cada una con 1 a 2 areolas con
tomento. Cuenta con 4 espinas radiales grisiceas de aproximadamente 15 mm de longitud;
por su parte, las espinas centrales son 4: 3 superiores y 1 central, la espina media superior
es aplanada hasta la parte romboidal mide 2 mm de ancho por 20-25 mm de longitud. Las
dos espinas laterales y la central tienen forma de aguja y miden en promedio 25 mm de
largo. La flor es acampanada de aproximadamente 17-19 mm de longitud, los tépalos son
de color blanco con franja media puUrpura oscura o castafio rojiza; el estilo mide en
promedio 2 mm es de color rosa y con estigma multilobular de color amarillo; los
estambres son amarillos y numerosos. Las semillas son negras, globosas, con testa
reticulada, miden 1.5 mm de ancho por 2 mm de largo y cuentan con un micrépilo de 0.5
mm de ancho por 1 mm de largo (Fig. 1; Meyran, 2003; Rangel-Becerril, 2009).

Fig. 1. Individuo maduro de Stenocactus arrigens. Jardin Botanico Regional de Cadereyta “Ing. Manuel
Gonzalez de Cosio” Querétaro, México. Se observan las costillas (Co), las espinas (Es) los botones florales

(Bo) y una flor en antesis (Fa). Foto: Dra. Maria del Carmen Mandujano Sanchez.
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3.2.Zona de estudio

El Jardin Botanico Regional de Cadereyta “Ing. Manuel Gonzélez de Cosio” se encuentra
ubicado en el Municipio de Cadereyta de los Montes, Querétaro, México (20° 34'y 21° 03'
de latitud norte y entre los 99° 23" y 99° 53" de longitud oeste) a una altitud de 2070 msnm
(Fig. 2). En la parte norte del Municipio se localiza un sistema de sierras que se distribuyen
en direccion noroeste-sureste y que cubren el 60 % de su superficie, mientras que en el
extremo sur presenta llanuras, lomerios y mesetas. Los climas predominantes en este
municipio son el semicalido y el semiseco, ambos se caracterizan por presentar una
temperatura media anual promedio de 16.7 °C con una maxima de 38 °C; la precipitacion
anual promedio durante la temporada de lluvias es de 480 mm (Consejo de Ciencia y
Tecnologia Del Estado de Querétaro, CONCYTEC, 2016). Dadas las condiciones
climaticas y ambientales de esta zona la vegetacion caracteristica se encuentra constituida
principalmente por plantas suculentas como lo son las pertenecientes a las familias
Cactaceae, Agavaceae y Crassulaceae; asimismo, en algunos sitios asilados es posible
encontrar zonas boscosas de pino y encino. La fauna representativa se encuentra compuesta
por mamiferos pequefios como roedores, liebres, zorrillos, murciélagos, zorras, etc.;
serpientes, tortugas, lagartos y una amplia diversidad de insectos y aves (CONCYTEC,
2016).

Cadereyta de Montes
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Fig. 2. Ubicacion de la zona de estudio. En color azul se indica al estado de Querétaro, en color naranja se
muestra la regidn correspondiente a Cadereyta de Montes y la estrella sefiala la ubicacién del Jardin Botanico

Regional de Cadereyta “Ing. Manuel Gonzalez de Cosio”.

3.3 Fenologia reproductiva, conducta floral y produccion de néctar

La determinacion de la fenologia reproductiva de esta especie se realiz6 mediante el censo
de 221 individuos los cuales fueron etiquetados con un codigo de colores. En éstos se
registrd el numero de flores y frutos producidos durante la etapa reproductiva de la especie
comprendida entre los meses de enero a abril del afio 2014.

Para la descripcion de la conducta floral se seleccionaron 21 flores que permanecieron
expuestas, posteriormente y empleando un vernier digital se midio el didmetro de la corola
cada hora durante el pico de floracion de la especie. Estas flores también se utilizaron para
la determinacion del contenido de néctar, el cual se obtuvo a través de la medicion de su
contenido con un tubo capilar de 1 pl. Todas las mediaciones fueron llevadas a cabo desde
el momento en que las flores entraron en antesis hasta sus senescencia y cada medicion se

realizd desde la apertura total hasta el cierre de la corola (Kearns y Ynouye, 1993).

3.4. Evaluacion de los visitantes florales.

Los visitantes florales fueron colectados empleando camaras letales (tubos de ensayo de
vidrio de 15 cm de largo rellenos de algoddn con acetato de etilo) y determinados. La
actividad de estos ejemplares fue estudiada mediante observaciones directas en ocho
ejemplares de Stenocactus arrigens, éstas se realizaron durante cinco dias a traves del
monitoreo de 24 flores en lapsos ciclicos de 15 minutos. El periodo de observacion abarcéd
de las nueve de la mafana a las cinco de la tarde, cuando los insectos tuvieron actividad en
las flores. Ademas, las observaciones de la conducta de los visitantes fueron incluidas

como una medida indirecta de su papel como polinizadores, por lo que se registro si los
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visitantes florales entraban en contacto con las anteras y el estigma, el nimero de flores

visitadas, la hora de la visita y el tipo de visitante observado (Mandujano et al., 1996).

3.5. Andlisis de los sistemas de apareamiento: morfometria floral, relacion polen-6vulo

e indice de entrecruza (OCI)

El sistema de apareamiento de esta especie se determiné a partir de los siguientes tres
parametros establecidos por Cruden (1977): la morfometria floral, la relacién polen 6vulo

y el indice de entrecruza (OCI) como se describe a continuacion.

Morfometria floral

En la temporada reproductiva de Stenocactus arrigens se colectaron 30 flores abiertas de
plantas diferentes y se conservaron en frascos de vidrio con alcohol al 70% para la
medicion de sus caracteristicas en el laboratorio. Posteriormente con la ayuda de un vernier
digital y un microscopio estereoscopico se registraron los siguientes parametros florales

(Esquemas 1y 2).
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Esquema 1 (derecha) y 2 (izquierda). Corte longitudinal y flor completa de S. arrigens, se muestran los
atributos medidos para los andlisis de morfometria floral. Ae: altura del estigma, Aes: altura del estilo, A-E:
distancia minima entre anteras y estigma, Le: nimero de I8bulos del estigma, Dp: diametro polar de la camara
ovérica, De: didmetro ecuatorial de la cAmara ovérica, No: nimero de évulos, Es: nimero de estambres. Af:

altura de la flor, DPe: didmetro del pericarpelo; Df: diametro de la corola.

Relacion polen 6vulo

Se colectaron 50 anteras maduras previas a la dehiscencia, cada una de éstas se
colocé en un tubo Ependorf al cual se le afiadié un mililitro de agua destilada y un
grano de detergente en polvo. Inmediatamente los tubos se colocaron sobre un
agitador mecanico para la liberacion del polen. Posteriormente, se procedi6 a tomar
una alicuota de 150 pl de la disolucién, la cual fue observada bajo el microscopio
estereoscopico para el conteo de los granos de polen. Este nimero se multiplico por
1000 pl (el factor de dilucién) para la obtencion del numero de granos de polen
totales por antera, el cual fue a su vez multiplicado por el nimero de anteras totales
presentes en la flor.

Para la obtencién del numero de 6vulos promedio por flor, se realizaron cortes
longitudinales de los ovarios de las flores empleadas en el analisis de morfometria
floral (n=30), en éstas se contabilizd el nimero de 6vulos y se obtuvo el promedio
(Galicia, 2013). La relacién polen dvulo (Cruden, 1977) se estim6 mediante el
cociente del nimero de granos de polen por flor entre el total de 6vulos presentes en

la misma.

Determinacion del indice de entrecruza “outcrossing index” (OCI).

Por su parte, para conocer el sistema de apareamiento de esta especie se calculd el
indice de entrecruza (OCI), cuyos parametros fueron establecidos a partir de las
mediciones de 30 flores con antesis reciente y durante el periodo en que la apertura
de la corola fue maxima (alrededor de las 14:00 hrs). De acuerdo con Cruden
(1977), en esta muestra de flores se midio:

1. El didmetro (mm) de la flor.
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2. La separacion temporal entre la dehiscencia de las anteras y la receptividad
del estigma (dicogamia). Para ello se realizaron observaciones directas sobre
el comportamiento de las flores; es asi que si las funciones sexuales
maduraban al mismo tiempo se determin0 la presencia de homogamia y si lo
hacian en intervalos distintos era dicogamia.

3. Separacion espacial entre la localizacion del estigma y de las anteras
(hercogamia). Este fendmeno se evalud a partir de la medicion en milimetros
de la distancia minima presente entre las anteras y el estigma de cada flor; de
tal modo que si ambas estructuras se encontraban localizadas a la misma
altura y el contacto entre ambas era muy probable se le asigné un valor de 0,
por otro lado, si estas estructuras estaban separadas y la posibilidad de
contacto era baja se asigno el valor 1.

Posteriormente, los valores de cada categoria fueron sumados y se compararon con los
valores propuestos por Cruden (1977) para determinar el tipo de sistema de apareamiento
de Stenocactus arrigens (Ver tablas 1y 2).

3.6. Evaluacion de los sistemas de cruza

Experimentos de polinizacion controlada y determinacién de la produccion de frutos (fruit

set) y de semillas (seed set).

Para la evaluacion de los sistemas de cruza se realizaron experimentos de polinizacion
controlada. Se seleccionaron aleatoriamente 60 plantas con un total de 106 flores, de estas
ltimas se asignaron 37 como grupo control, 39 para los tratamientos de autocruza, 33
para los de entrecruza y 16 para el de polen suplementario. Las diferencias en el tamafio de
la muestra para cada tratamiento se debieron a la disponibilidad de flores, y a que se
prioriz6 la determinacion del sistema de cruza (Mandujano et al., 1996; Galicia, 2013). Las
flores fueron embolsadas y posteriormente manipuladas experimentalmente de la siguiente

manera:
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- Control. Las flores no fueron manipuladas, por lo que la polinizacién se produjo
bajo condiciones naturales. Estas flores fueron identificadas por nimero de planta y
posicion de la flor en la planta.

- Autopolinizacion manual. Una vez ocurrida la antesis, el polen de la flor fue
colocado sobre su estigma con un pincel. Las flores se embolsaron y permanecieron
asi hasta recolecta del fruto.

- Polinizacion cruzada: inmediatamente después de la antesis, las flores asignadas a
este tratamiento fueron emasculadas (los estambres fueron cortados) con el
propdsito de evitar la autopolinizacion, la polinizacion se realiz6 colocando con un
pincel el polen colectado de flores de distintas plantas sobre el estigma de la flor
receptora.

- Polen suplementario: las flores asignadas a este tratamiento permanecieron
expuestas a la polinizacion natural y ademas, sobre su estigma se coloco una

mezcla del polen proveniente de flores de diferentes plantas.

Una vez realizados los experimentos de polinizacion controlada se procedio a determinar la
produccidn de frutos y semillas procedentes de cada tratamiento. La produccién de frutos
se obtuvo calculando la proporcion de frutos formados a partir del nimero de tratamientos
aplicados a las flores. Por su parte, la produccién de semillas se estimé como la proporcién
de semillas formadas a partir del nimero de évulos promedio por flor (Burd, 1994; Galicia,
2013).

Los frutos maduros fueron recolectados a inicios del mes de abril del afio 2014, se pesaron
en una balanza analitica y de ellos se extrajeron las semillas. Las comparaciones del peso
de los frutos entre los tratamientos se analizaron con un ANdeVa de una via y la
comparacion de medias a través de una prueba de Tukey-Kramer mediante el programa
estadistico JMP, version 10.

Por su parte, para el analisis estadistico de la produccion de frutos y semillas se realizé un
modelo lineal generalizado usando la prueba X*> (programa JMP, versién 10) con
distribucion binomial para los frutos y de tipo Poisson para las semillas. Por su parte, la
existencia de diferencias significativas entre tratamientos se evalué mediante pruebas de

contrastes ortogonales (Crawley, 1993; Mandujano et al., 2010; Galicia, 2013).
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Determinacion de la tasa de entrecruza.

Una vez obtenidos los datos de produccion de semillas de cada tratamiento se procedio a la
determinacion de la tasa de entrecruza (te), mediante la formula propuesta por Mandujano
y colaboradores en 2010 (ver introduccion). Asi valores >0.5 determinan sistemas que
tienden a la entrecruza y valores <0.5 tienden a la autofecundacion (Barrett y Eckert, 1990;
Mandujano et al., 2010; y Galicia, 2013).

Célculo del coeficiente de endogamia

Este pardmetro se calcul6 a traves de la aplicacion de la siguiente formula:

o=I- ws/wx

Donde ¢ corresponde al coeficiente de endogamia, ws es la adecuacion promedio (nimero
de semillas producidos) a través del tratamiento de autopolinizacion manual y wx es la
adecuacion promedio del tratamiento de polinizacion cruzada manual. De este modo si
8>0.5 se considera que la poblacion esté favoreciendo el entrecruzamiento, por el contrario
si 0<0,5 en la poblacion se favorece la autocruza (Charlesworth y Charlesworth, 1979.,

Mandujano et al., 2010).

3.7. Determinacion de la limitacion por polen

Para la evaluacion de la existencia de limitacion por polen se calculd el indice de

limitacién, mediante el método propuesto por Larson y Barrett (2000):
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L=1— (Po/Ps)

Donde L es el indice de limitacion por polen, Pg es el porcentaje de frutos producidos por
las flores pertenecientes a los tratamientos control y Ps es el porcentaje de frutos
correspondiente a los producidos a través del tratamiento de polen suplementario. Este
indice se evalla bajo el supuesto de que las especies con capacidad de autofertilizacion
presentan una menor limitacion por polen debido a que la contribucién de su propio polen
promueve potencialmente a la fertilidad; por su parte, las especies que necesitan de la
entrecruza para lograr la fertilizacién pueden presentar una mayor limitacion de polen
debido a que éste se encuentra disponible en menor proporcion (Burd, 1994; Larson y
Barret, 2000). De esta manera si L=0 se deduce que no existe limitacion por polen, por el
contrario si el valor incrementa hasta llegar o ser cercano a 1 la especie presenta una alta

limitacién por polen (Larson y Barret, 2000; Galicia, 2013).

3.8 Evaluacion del porcentaje de germinacion.

Con las semillas obtenidas a través de los tratamientos descritos anteriormente se realizaron
pruebas de germinacion con la finalidad de determinar la viabilidad de las mismas. Para
ello, las semillas se sembraron en cajas de Petri (5 cajas con 20 semillas por cada
tratamiento), con agar bacterioldgico simple al 10 %, éstas se incubaron en una camara
ambiental con fotoperiodo controlado de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a una
temperatura de 25 °C. Para disminuir la pérdida de agua y mantener la humedad dentro de
las cajas por un par de meses, éstas se almacenaron en bolsas de polietileno transparentes
herméticas. También se sembraron 6 cajas completamente aisladas de la luz para evaluar si
las semillas eran fotoblasticas. La germinacion (emergencia de la radicula) fue monitoreada
todos los dias durante un mes, con estos datos se calculd el porcentaje de germinacion en

cada tratamiento a través de la aplicacion de la siguiente formula (Fuentes, 2012):

Numero de semillas germinadas por tratamiento

% germinacién = - -
4 Total de semillas por tratamiento
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El analisis estadistico del porcentaje de germinacion de las semillas se realizé mediante un
modelo lineal generalizado usando la prueba X* (programa JMP, versién 10) con
distribucion binomial; asi mismo, para la evaluacion de diferencias significativas entre

tratamientos se emplearon pruebas de contrastes ortogonales.

3.9 Calculos de la adecuacion relativa y de la adecuacion general

Se eligieron al azar 5 plantas de cada tratamiento de polinizacion controlada, de éstas se
contabilizo el nimero de dvulos promedio presentes en cada flor, el numero de semillas
promedio por fruto y numero de frutos promedio producidos por cada flor. Una vez
obtenidos estos datos se procedio a aplicar la siguiente férmula donde wr es la adecuacién
relativa (Modificado de Jausoro y Galetto, 2001).

promedio de semillas por tratamiento numero total de flores por tratamiento
wr =

- +— -
promedio de ovulos por flor namero total de frutos por tratamiento

Por ultimo y para complementar el calculo de la adecuacion de los individuos sometidos a
los tratamientos de polinizacion controlada, se procedio a emplear el método propuesto por
Jausoro y Galetto (2001), el cual analiza en conjunto la adecuacion relativa de cada
tratamiento y el porcentaje de germinacion de cada uno de los mismos. Lo anterior se llevo

a cabo a través de la aplicacion de la siguiente formula:
w = (wr)(Y%germinacion )

Donde w es la adecuacion general para cada tratamiento de polinizacion controlada 'y wr

corresponde a la adecuacion relativa.

20



4. RESULTADOS

4.1 Fenologia reproductiva, conducta floral y produccién de néctar.

A partir del censo realizado a los 221 ejemplares de Stenocactus arrigens en el afio 2014, se
determind que el periodo reproductivo de esta poblacion ocurrié desde el mes de enero
hasta el mes de abril, aunque algunos frutos se produjeron a inicios del mes de mayo. La
floracion fue invernal ya que las primeras estructuras reproductivas se registraron a finales
del mes de enero, el pico de floracion se observo en el lapso de los dias 1-5 de febrero,
mientras que el declive de la misma ocurrié a inicios del mes de abril. Por su parte, la
fructificacion fue primaveral debido a que la maxima produccion de frutos se presentd al

comienzo del mes de abril. (Fig. 3).
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Fig. 3. Gréfica de la fenologia reproductiva de S. arrigens. La linea continua representa el periodo de
floracion de la especie mientras que la linea punteada representa el periodo de fructificacion de la misma

durante el afio 2014.

Las 21 flores analizadas de S. arrigens presentaron tépalos de color blanco con linea media
purpura de color violeta, la longevidad media fue de dos dias y el didmetro promedio de
10.55 £ 2.2 mm (Fotos 1 y 2). La produccion de néctar fue escasa ya que de las flores
analizadas sélo ocho produjeron en promedio 1.60 ml de esta sustancia. Por otro lado, el
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inicio de la antesis ocurrio a partir de las diez de la mafiana, la apertura maxima de la corola
se observd alrededor de las dos de la tarde mientras que el cierre de la misma fue posterior
a las seis de la tarde (Fig. 4).
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Fotos 1(izquierda) y 2 (derecha).Ejemplares maduros de Stenocactus arrigens con flores durante el periodo de

maxima apertura de la corola.
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Fig. 4. Grafica de la antesis de S. arrigens. Se muestra el diametro promedio de la de la corola desde la

apertura hasta el cierre de la misma.

4.2 Evaluacion de los visitantes florales

Tras veinte horas observacion se registraron un total de 58 visitantes florales pertenecientes
a los siguientes ordenes taxonomicos: Coleoptera (67.74%) e Himenoptera (32.75%). En el
primer caso, 37 visitas correspondieron a la Familia Curculionidae y dos visitas a la Familia
Melyridae. Por su parte, dentro del orden Himenoptera dos visitas pertenecieron a
integrantes de la Familia Hallictidae y 14 visitas a la familia Andrenideae (Fig. 5).

También se observaron cuatro visitas realizadas por miembros de la subfamilia Formicinae,
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sin embargo éstos no entraron en contacto con las flores por lo cual se excluyeron del

andlisis posterior.

Fig. 5 Visitantes florales observados en ejemplares de Stenocactus arrigens. Cole6pteros de las familias
Curculionidae (a) y Melyridae (b) e himendpteros de las familias Hallictidae (c) y Andrenidae (d). Fotos:
Biol. Manuel Edday Farfan Beltran.

Las actividades realizadas por los visitantes florales se emplearon como un indicativo
indirecto de su papel como polinizadores: los individuos de las Familias Melyridae y
Andrenidae posiblemente desempefaron el papel de polinizadores efectivos debido a que
su hora de visita correspondi6 al momento de la antesis maxima de las flores de S. arrigens,
se encargaron de recolectar polen y ademas tuvieron contacto con las estructuras sexuales
de las flores. Los escarabajos de la Familia Curculionidae promovieron la autofertilizacion
en S. arrigens ya que habitaron de manera permanente dentro de las flores y entraron en
contacto con el estigma y las anteras; por su parte, los individuos de la Familia Hallictidae
no se consideraron como posibles polinizadores ya que no entraron en contacto con las

estructuras sexuales de las flores aunque si consumieron polen y néctar (Tabla 3).
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Tabla 3. Resumen de la actividad de los visitantes florales registrados en las flores de Stenocactus

arrigens
Tipo de visitante Intervalo de horade | Actividad realizada Contacto entre
visita anteras y estigma
Curculionidae Todo el dia. Habita dentro de las Si
flores. Florivoria
Melyridae 12:00-14:00 Recolecta de polen. Si
Hallictidae 12:00-13:30 Recolecta de polen 'y No
néctar
Andrenidae 12:00-15:00 Recolecta de polen Si

4.3 Andlisis de los sistemas de apareamiento: morfometria floral, relacién polen-6vulo
e indice de entrecruza (OCI).

Morfometria floral

A partir de las 30 flores analizadas de S. arrigens se determind la media y el error estandar

de los atributos florales (Tabla 4). El valor promedio del diametro de la corola fue de 10.55

mm (£ 2.02) por lo que el valor asignado para determinacién del indice de entrecruza fue

de 3.

Tabla 4. Datos de morfometria floral de Stenocactus arrigens (n=30 flores).

Atributo floral Promedio (mm) Error
estandar (+ mm)

Promedio del didmetro de la corola 10.55 2.02
Longitud del estilo 10.24 1.56
Longitud del estigma 2.55 0.68
Longitud de la flor 20.75 3.33
Didmetro del pericarpelo 7.07 1.71
Namero de I6bulos del estigma 7.69 1.79
Distancia minima entre antera- estigma 1.96 1
Diametro polar de la cAmara ovarica 2.11 0.71
Diametro ecuatorial de la camara ovarica 2.38 0.63
Promedio de 6vulos por flor 109.83 31.8
Promedio de granos de polen por flor 263201.98 22745.3
NUmero de estambres 403.83 96.59
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Por otro lado, las observaciones realizadas en el campo demostraron que las flores de S.
arrigens fueron protandricas ya que las anteras liberaron los granos de polen antes de que
el estigma se encontrara receptivo, por ello el valor asignado para el célculo del indice de
entrecruza fue de 1. Ademas, el estigma resultd ser mas largo que las anteras lo que indico
la existencia de hercogamia, a este resultado se le asigno el valor de 1 para el calculo de

dicho indice.

Relacion polen 6vulo

Cada flor produjo en promedio 109.83 (+ 31.8) dvulos y 263201.98 (+96.59) granos de
polen (Tabla 4), asi la relacion polen-6vulo que se obtuvo fue de aproximadamente 2396.45

correspondiente a una especie con sistema de apareamiento xendgamo facultativo, por lo

que para la determinacion del indice de entrecruza se le asigné un valor de 4.

Determinacion del indice de entrecruza “outcrossing index” (OCl).

La suma de los valores obtenidos a partir de los resultados anteriores fue superior a 5, al
compararla con lo propuesto por Cruden (ver introduccidn tablas 1 y 2) se determiné que S.
arrigens presentd un sistema de apareamiento de tipo xendgamo obligado.

4.4 Evaluacion de los sistemas de cruza

Experimentos de polinizacion controlada y determinacion de la produccion de frutos

(fruit set) y de semillas (seed set).

-Produccion de frutos (fruit set)

Se registraron 21 frutos provenientes del tratamiento de autocruza manual (63.63% de los
33); 21 frutos de la entrecruza (53.84% de los 39); 25 frutos del control (67.56% de los 37)
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y 13 de polen suplementario (81.25% de los 16). (Tabla 5). Por otro lado, el modelo lineal
generalizado realizado para el anélisis de la produccion de frutos (fruit set) mostro que no
existieron diferencias significativas entre los tratamientos de polinizacion controlada

(X% 024=4.18) (Anexo 1). Asimismo, el ANdeVA | demostré6 que no hubo diferencias
significativas en el peso de los frutos colectados entre tratamientos (F3. g.79=0.34) (Anexo
2). Ambos resultados indicaron que el sistema de cruza en la poblacion S. arrigens es de

tipo mixto.

Tabla 5. Produccién de frutos (fruit set) en los tratamientos de polinizacién controlada de

Stenocactus arrigens en Cadereyta de Montes, Querétaro, México.

Tratamiento | Flores/tratamiento | Nimero de frutos | Fruitset | Peso promedio de
producidos (%) los frutos (xee)
Autocruza 33 21 0.63 0.073 (x£0.008)
Entrecruza 39 21 0.53 0.096 (£0.033)
Polen 16 13 0.81 0.081 (£0.011)
suplementario
Control 37 25 0.67 0.074 (+0.007)

-Produccion de semillas (seed set).

El modelo lineal generalizado realizado para la evaluacion de la produccion de semillas
indico la existencia de diferencias significativas entre tratamientos (X°=j3. <o0001= 95.97,)
(Anexo 3). Asimismo, el analisis de contrastes ortogonales sugiri6 que la mayor produccion
de semillas resultdé del tratamiento de polen suplementario por otro lado, entre los
tratamientos control y de autocruza no se observaron diferencias en la produccion de las
mismas y finalmente, estos dos tratamientos difirieron con respecto al tratamiento de

entrecruza (Tabla 6).

26



Tabla 6. Produccién de semillas (seed set) y contrastes ortogonales para los tratamientos de
polinizacidn controlada de Stenocactus arrigens en Cadereyta de Montes, Querétaro, México. Datos
de periodo reproductivo de 2014.

Tratamiento Produccion de Contrastes Significancia
semillas/ fruto (+ee) ortogonales
Autocruza 79.25+11.28 Control vs 0.49
autocruza
Control 84.64+8.50 Control vs polen <0.001

suplementario

Entrecruza 66.61+8.69 Control+autocruza <0.001

VS entrecruza

Polen suplementario 96.15+10.47 - -

Determinacion de la tasa de entrecruza

El numero total de semillas que se obtuvieron a través del tratamiento de entrecruza (wx)
fue de 1399, mientras que el total de éstas a partir del tratamiento de autocruza (ws) fue de
1679; por lo que la determinacion de la tasa de entrecruza (ver formula en la Introduccion)
para S. arrigens fue la siguiente:
te= (1399)/ (1399+1679)
te=0.45
La te presentd un valor cercano a 0.5, lo cual indicé que S. arrigens present6 un sistema de

cruza mixto con tendencia a la autocruza.

Calculo del coeficiente de endogamia

El niimero promedio de semillas provenientes de los tratamientos de autocruza (1679) y de
entrecruza (1399) se utilizd para la determinacion del coeficiente de endogamia (ver
formula en el Método). Asi el valor obtenido del coeficiente de endogamia fue de 0=-0.2,
debido a que este valor es menor a cero se considerd que S. arrigens favorece a la
autocruza.
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4.5. Determinacion de la limitacién por polen

El modelo lineal generalizado realizado para la evaluacion de la produccion de frutos entre
el tratamiento de entrecruza y el de polen suplementario mostr6 diferencias significativas
(X°}. 004 =3.6), lo que sugiri6 la existencia de limitacién por polen en S. arrigens. Sin
embargo; estudios posteriores deberan enfocarse en la realizacion de un mayor numero de
réplicas para el tratamiento de polen suplementario (Anexo 4) debido a la desproporcion
en el nimero de flores empleadas entre los tratamientos analizados (Tabla 5).

Asimismo, el calculo del indice de limitacion por polen a partir de Larson y Barrett (ver
formula en el Método) indicé una reducida limitacion por polen para la formacion de

frutos debido a que el valor obtenido fue cercano a cero:
L=1-(0.67/0.81)

L=0.17

4.6. Evaluacion del porcentaje de germinacion.

Las semillas de Stenocactus arrigens son fotoblasticas positivas ya en ninguna de las
colocadas en la oscuridad se registr6 la emergencia de la radicula. La germinacion inicio
alrededor del quinto dia de que las semillas fueron expuestas a condiciones de humedad y
temperatura constantes (Fotoperiodo 12/12 a 25°C). Se observaron diferencias
significativas en la germinacion de las semillas provenientes de los tratamientos de
polinizacion controlada (X?;. <p.000,=50.29) (anexo 5). La prueba de contrastes ortogonales
sugirid que el tratamiento con el menor porcentaje de germinacion fue el de autocruza, por
su parte entre los tratamientos de polen suplementario y control no se observaron
diferencias significativas ya que los porcentajes de germinacion fueron similares.
Finalmente, se encontré6 que las semillas pertenecientes al tratamiento de polen

suplementario germinaron significativamente en mayor proporcion con respecto a las del
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tratamiento de entrecruza (Fig. 6; tabla 7), esto

ocurrencia del fendmeno de limitacion por polen.

ultimo fue también un indicio de la
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Fig. 6. Porcentajes de germinacién de Stenocactus arrigens para los tratamientos de polinizacién controlada

en Cadereyta de Montes, Querétaro, México

Tabla 7. Contrastes ortogonales para la germinacién de semillas obtenidas por tratamientos de

polinizacién controlada en Stenocactus arrigens en Cadereyta de Montes, Querétaro, México.

Datos del periodo reproductivo de 2014.

Contraste por tratamiento Sset Significancia
Polen suplementario vs 4.22 0.039
entrecruza

Control vs entrecruza 0.96 0.32
Control vs polen suplementario 1.15 0.28

Autocruza vs Control- 45.79 <0.0000001

entrecruza y polen
suplementario
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4.7. Célculos de la adecuacion relativa y de la adecuacién general.

La entrecruza resultd ser el tratamiento con la mayor adecuacion relativa (wr) ya que
alcanz6 el valor de 2.46; mientras que el tratamiento de autocruza y el grupo control
tuvieron una wr similar (2.29 y 2.25) respectivamente. Por su parte, el tratamiento de

polen suplementario present6 el menor de los valores (2.10) (Tabla 8).

Tabla 8. Adecuacion relativa (wr) de los tratamientos de polinizacion controlada. EI numero de
ovulos promedio por flor se obtuvo del analisis de morfometria floral*. El valor promedio de

semillas por tratamiento fue empleado como un nimero entero**.

Tratamiento Promedio de | Promedio | NUmerode | NUmero de Wr
semillas por | dedvulos | flores por frutos por

tratamiento** | por planta | tratamiento | tratamiento

Autocruza 80 110* 33 21 2.29
Entrecruza 67 110* 39 21 2.46
Polen 96 110* 16 13 2.10
suplementario
Control 85 110* 37 25 2.25

Con los valores obtenidos de la adecuacion relativa y de los porcentajes de germinacion se
obtuvo la adecuacidn general para los tratamientos de polinizacion controlada (ver formula
en el Método). El tratamiento de polen suplementario present6 la mayor adecuacion general
con un valor de 1.008, mientras que el grupo control y el de entrecruza presentaron una
adecuacion general similar (0.94 y 0.91 respectivamente). Por ultimo, al tratamiento de
autocruza corresponde la menor de las adecuaciones generales ya que el valor calculado fue

de 0.34.
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5. DISCUSION

5.1. Fenologia reproductiva, conducta floral y produccion de néctar.

El periodo reproductivo de Stenocactus arrigens abarco los meses de enero a abril del afio
2014. Estos resultados coinciden con los reportados por Huerta y Escobar (1998), quienes
determinaron que para Stenocactus dichroacantus var. violaciflorus el periodo de
reproduccion trascurrié desde el mes de enero hasta mediados del mes de marzo. Por su
parte, la floracion en S. arrigens se mantuvo constante durante todo periodo reproductivo
aungue alcanz6 el pico maximo durante los primeros dias del mes de febrero; asimismo, la
produccion de frutos se sobrepuso a la floracion durante al menos la mitad de la temporada
reproductiva (Fig. 3). Este fendmeno ha sido reportado para diversas especies de cactaceas
(i.e S. queretaroensis, Pachycereus schottii y Cereus hexagonus ) y se sostiene que la
produccion simultanea de botones, flores en antesis y frutos ofrece una ventaja para la
reproduccion en ambientes con condiciones adversas, ya que les permite a estas especies
prevenir y/o disminuir la competencia intraespecifica por los polinizadores y/o dispersores,
asi como por las parejas potencialmente reproductivas (Bustamante y Burquez, 2005;

Gonzélez y Navarro, 2011).

Por otro lado, las flores de S. arrigens presentaron una longevidad promedio de dos dias,
antesis diurna y escasa produccién de néctar. Este comportamiento floral fue similar al que
se ha descrito para otras especies de cactaceas tales como Ariocarpus fissuratus y Opuntia
microdasys, en la cuales las variaciones en el tiempo de vida floral estan determinadas por
las condiciones ambientales y de polinizacion, asi en dias nublados dichas especies
disminuyen la antesis permitiendo que las flores abran un tercer dia y ademas aquellas
qgue permanecieron sin polinizar persistieron mas tiempo, logrando asi una reproduccion
mas exitosa (Bustamante y Blrquez, 2005; Mandujano et al., 2010; Martinez- Peralta y
Mandujano, 2012).Por otra parte, las caracteristicas florales de Stenocactus arrigens como
son el color blanco con linea media purpura, la morfologia acampanada y el habito diurno
concordaron con lo descrito por Meyran (2003) para el resto de las especies pertenecientes

a este género.
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5.2 Evaluacion de los visitantes florales

Los visitantes florales de Stenocactus arrigens observados en este trabajo fueron abejas de
las familias Hallictidae y Andrenidae, asi como escarabajos de las familias Curculionidae y
Melyridae; se ha reconocido que, de estos grupos de insectos, los que probablemente estén
ejerciendo el papel de polinizadores efectivos son las abejas ya que para la mayoria de las
especies de cactus globosas estos insectos desempefian el papel de polinizadores (Martinez-
Peralta y Mandujano, 2012). Lo anterior se debe a que suelen posarse sobre el estigma de
las flores con el cuerpo cubierto de polen por el tiempo suficiente para promover la
fertilizacion; ademas, se desplazan hacia las anteras en busca de polen y posteriormente
viajan hacia otras flores, de manera que promueven el entrecruzamiento (Matias- Palafox,
2007). Por otro lado, las observaciones realizadas en las flores de S. arrigens mostraron que
los escarabajos habitaban de manera permanente dentro de éstas, su actividad principal
consistié en la ingesta de polen y otros segmentos del perianto, ademas de que se
desplazaban sobre las anteras y el estigma de las flores lo que posiblemente promovié la
autofertilizacion (Matias- Palafox, 2007; Martinez — Peralta et al., 2014). Un fendmeno
similar fue reportado por Martinez- Peralta y Mandujano (2012) quienes al analizar
ejemplares del género Ariocarpus demostraron que los coledpteros desempenaban el papel

de polinivoros y eran capaces de promover la autocruza en las especies de este género.

5.3. Andlisis del sistema de apareamiento: morfometria floral, relacion polen-6vulo e
indice de entrecruza (OCI).

El indice de entrecruza (OCI) calculado para S. arrigens fue superior a 5 por lo que se
sostiene que esta especie presenta un sistema de apareamiento de tipo xendgamo obligado,
es decir, necesita la transferencia de polen para lograr la fertilizacion (Cruden, 1977;
Galicia, 2013). EIl diametro promedio de la corola (10.55 mm) permite la entrada de
polinizadores encargados de la transferencia de polen entre individuos distintos (Matias
Palafox, 2007; Fuentes, 2012; Argueta et al., 2013). Asimismo, se observd que en S.
arrigens las flores fueron protandricas ya que los estambres maduraron antes de que el

estigma se encontrara receptivo. La evidencia muestra que la separacion temporal de las
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funciones sexuales tiene en promedio una duracién de tres horas; pero en algunas
especies como Ferocactus histrix y Echinocactus platyacanthus la duracion de este
mecanismo puede extenderse hasta por varios dias, favoreciendo asi que la que la
polinizacién se lleve a cabo entre individuos genéticamente distintos. (Mandujano et al.,
2010; Argueta et al., 2013; Galicia, 2013). Por otra parte, se determind que las flores de
esta especie presentaron un tipo de hercogamia en la que el estilo tiene una mayor longitud
que la de los estambres; este fendmeno ha sido observado en otras especies de la familia
Cactaceae como en Ariocarpus fissuratus, Opuntia tomentosa, Opuntia imbricata,
Stenocereus queretaroensis, Peniocereus striatus y Stenocactus anfractuosus (Fuentes,
2012; Galicia, 2013; Martinez- Peralta et al., 2014).

La hercogamia y la dicogamia no impiden la autofertilizacion pero si constituyen una
estrategia que caracteriza a los sistemas que promueven la polinizacion cruzada. (Richards,
1986; Lloyd, 1992; Mandujano et al., 2010; Argueta et al., 2013; Galicia, 2013). En
conjunto ambos mecanismos impiden que el estigma se contamine con polen proveniente
de la misma flor; evitando asi la interferencia, y por lo tanto disminuyen el desperdicio de
gametos permitiendo que éstos queden disponibles para la fertilizacion de otras plantas
(Mandujano et al; 2014).

El valor de la relacion polen évulo en S. arrigens (P/O=2169.93) corresponde a una
especie con sistema de apareamiento de tipo xendgamo facultativo (Cruden, 1977), lo que
indica que es capaz de generar progenie a través de la autocruza y de la entrecruza. Este
fendmeno ha sido reportado con anterioridad y se considera como una estrategia que las
plantas han desarrollado para promover la diversidad genética a través del entrecruzamiento
y al mismo tiempo conservar parte del genotipo parental, que en la mayoria de las
ocasiones se encuentra bien adaptado a las condiciones del habitat donde se desarrollan

estas especies (Argueta et al., 2013; Mandujano et al., 2014).
5.4. Evaluacion de los sistemas de cruza

a) Experimentos de polinizaciéon controlada: produccién de frutos (fruit set) y

produccion de semillas (seed set).
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S. arrigens presenta un sistema de cruza de tipo mixto ya que no se observaron diferencias
significativas en la produccion de frutos provenientes de los tratamientos de polinizacion
controlada, por lo que se estableci6 que esta especie no presentd mecanismos de
autoincompatibilidad. No obstante, cabe resaltar que la produccion de semillas entre
tratamientos si resultd ser significativamente distinta entre los mismos, siendo el
tratamiento de polen suplementario el que produjo la mayor cantidad de estas estructuras,
mientras que en el tratamiento de entrecruza el nimero promedio de semillas fue menor.
La capacidad de tener ¢éxito reproductivo mediante la autofertilizacion y el
entrecruzamiento es un fendmeno comun observado en cactaceas globosas y arbustivas;
(Bustamante y Burquez, 2005; Mandujano et al., 2010) poseer un sistema de cruza mixto
les permite a estas especies mantener y transferir la informacién genética que ha resultado
favorable para sitios especificos a través de las dispersion de las semillas procedentes de la
autofertilizaciéon; mientras que, por otro lado, las semillas provenientes del
entrecruzamiento poseen la caracteristica de haber sido sometidas a un proceso de
recombinacion genética y con ello aumentar su velocidad de adaptacion en un ambiente
cambiante (Richards, 1986; Mandujano et al., 2010; Galicia, 2013). Con base en lo anterior,
los cientificos han propuesto que los sistemas de cruza son puntos alternativos en los
sistemas reproductivos de las plantas. Asi la tendencia evolutiva predominante es la que
transforma los sistemas de entrecruza (xendgamos) a sistemas de autofertilizacién
(autogamos) (Ornduf, 1969; Cruden, 1977; Larson y Barret, 2000; Argueta et al.,
2013).Lo anterior puede deberse a que muchas de las especies de cactus son consideradas
como “raras” ya que sus tamafios poblacionales son limitados y su distribucion geografica
es sumamente restringida (Ornduff ,1969; Mandujano et al., 2010) lo que puede ocasionar
que la disponibilidad de parejas reproductivas o bien de los polinizadores sean un recurso
limitante. Ante este panorama, la autofertilizacion representa una buena opcion para el
aseguramiento de la reproduccion aunque su costo reproductivo pueda verse reflejado en la
reduccion de la adecuacion de las especies. Por esto, resulta importante sefialar que una
amplia proporcion de cactiaceas con capacidad de autofertilizacion también presentan altos
niveles de depresion endogamica, los cuales se evidencian en la baja produccion de frutos
como en Ariocarpus fissuratus, (Mandujano, 2007) y Melocactus curvispinus (Nassar et

al., 1996) o en una reducida produccion de semillas tal y como se ha reportado para
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Ferocactus robustus, (Pifia, 2000), Ferocactus cylindraceus (Mclntosh, 2002); Polaskia

chichipe (Otero-Arnaiz et al.,2003) y Pilosocereus royenii (Rivera y Ackerman, 2006).

b) Determinacion de la tasa de entrecruza y coeficiente de endogamia

El calculo de la tasa de entrecruza para S. arrigens (te=0.45) indico que es una especie con
sistema de cruza mixto, en el cudl la autogamia y la polinizacion cruzada tuvieron un éxito
reproductivo similar. Este resultado se reforz6 con el valor obtenido para el coeficiente de
endogamia el cual fue menor a cero (6=-0.02) lo que indico que S. arrigens presenta poca
endogamia. Estos resultados son similares a los obtenidos por Mandujano y colaboradores
(2014) quienes al evaluar el sistema reproductivo de O. tomentosa determinaron que esta
especie presenta una tasa de entrecruza de 0.05 y un coeficiente de endogamia de 0.005, de
manera que es capaz de producir con igual éxito progenie a través de la entrecruza y de la
autogamia. En conjunto ambos estudios demuestran que el desarrollo de sistemas
reproductivos de tipo mixto en las especies de cactus es una estrategia con la que estos
organismos son capaces de disminuir los niveles de endogamia dentro de las poblaciones

y a la par promover la reproduccion exitosa (Martinez- Peralta et al., 2012; Mandujano et

al., 2014).

5.5. Determinacion de la limitacion por polen.

Segin Larson y Barret (2000), la limitacion por polen consiste en la insuficiencia
cualitativa y cuantitativa de los granos de polen que interceptan el estigma de una flor y que
provoca que la formacion de semillas en condiciones naturales sea limitada. Nuestros
resultados indicaron que S. arrigens presentd limitacion por polen ya que existieron
diferencias significativas en la produccion de frutos entre los tratamientos de polen
suplementario y de entrecruza; no obstante, este resultado debe ser considerado con
precaucion ya que como se indicd anteriormente, el nimero de tratamientos empleados
para la evaluacion de este fendmeno fue desigual; por esta razon estudios posteriores
deberan enfocarse en la realizacion de un mayor nimero de réplicas especialmente de polen

suplementario, que permitan contrastar estos resultados. Por otro lado, el valor obtenido
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del indice de limitacion por polen para S. arrigens fue bajo (L= 0.17), esto se debe a que la
especie es capaz de autofertilizarse por lo que requiere de una menor demanda de polen en
comparacion con aquellas especies que se entrecruzan de manera obligatoria. De este
modo, S. arrigens es capaz de asegurar su reproduccion a partir de una reduccion de la
dependencia de polen proveniente de otras plantas y/o de la actividad de los polinizadores

(Larson y Barret, 2000; Pina, 2007; Galicia, 2013).

5.6. Evaluacion de los porcentajes de germinacion.

Las semillas de S. arrigens fueron fotoblasticas positivas ya que requirieron de un
estimulo luminico para germinar. Este resultado coincide con lo reportado por Fuentes
(2012) para semillas de Stenocactus anfractuosus, quien demostré que éstas solo

germinan después de haber sido sometidas a pulsos de energia luminosa.

Por otra parte, se observo que los porcentajes de germinacion de las semillas de S. arrigens
fueron bajos (<50%). Un caso similar fue reportado por Gonzales (2009) quien al analizar
semillas de Stenocactus crispatus encontrd6 que los porcentajes de germinacion en
laboratorio fueron inferiores al 40%. Este fenomeno no es particular del género
Stenocactus, ya que se ha se ha demostrado que una gran cantidad de especies de cactaceas
requieren de condiciones muy particulares de humedad, temperatura, luz y almacenaje para
su germinacidon; aunado a esto, la altas tasas de depredacion en campo y al bajo
establecimiento de plantulas hace que las primeras etapas del ciclo de vida de estas especies
sean las mas vulnerables. (Rojas- Aréchiga y Vazquez- Yanes, 2001; Rojas- Aréchiga y

Batis, 2001; Fuentes, 2012).

Por su parte, el mayor porcentaje de germinacion en S. arrigens se obtuvo en las semillas
procedentes de los tratamientos de polen suplementario, esto refuerza la evidencia de
limitacién por polen en esta especie ya que fue capaz de producir mas semillas cuando la
disponibilidad de polen para fertilizar 6vulos fue mayor (Larson y Barret, 2000). Asimismo,
aunque esta especie presenta un nivel reducido de endogamia, los resultados obtenidos de
las pruebas de germinacion sugieren que los efectos negativos de la autofertilizacion son

mayores en las semillas ya que el porcentaje de germinacion de los tratamientos de
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autocruza fue menor con respecto al resto de los tratamientos, esto puede ser un indicio de
que la autocruza llega a provocar la expresion de genes que disminuyen el desempefio de la
progenie. Un caso extremo que evidencia los efectos negativos del aumento de la
endogamia es el de Mammillaria humboldtii (Martinez- Ramos et al., 2016); la cual es una
especie de cactus globoso que presenta un patron de distribucion espacial agregado y una
densidad poblacional muy baja las cuales han propiciado que la reproduccion se lleve a
cabo entre individuos genéticamente muy relacionados, provocando que la adecuacion de
esta especie haya decrecido considerablemente hasta el punto de que sea considerada en

“peligro critico”.

5.7. Calculos de la adecuacion relativa y de la adecuacién general

El calculo de la adecuacion demostrd que el tratamiento de autocruza present6 el menor de
los valores (0.34), mientras que el resto de los tratamientos estuvieron cercanos a 1 (ver
resultados). Asimismo, los resultados demostraron que los efectos negativos de la
endogamia son mayores en la produccion de semillas y en los porcentajes de germinacion,
ya que en ambos casos se observaron diferencias significativas, siendo el tratamiento de
autocruza el que present6 el menor de los valores. Esto refuerza la idea de que en la
naturaleza las especies de plantas buscan favorecer la entrecruza para evitar asi los efectos
negativos de la endogamia que se ven reflejados en la reduccion del éxito reproductivo (i.e.
bajo porcentaje de germinacion, menor produccion de semillas, etc.); la evidencia sugiere
que la mayor parte de las cactaceas globosas se caracterizan por presentar ciclos de vida
cortos y sistemas de cruza de tipo mixto, que les hacen mas propensas a la endogamia ya
que favorecen a la autofecundacion y presentan una limitada capacidad de dispersion de

polen y semillas (Cornejo- Romero et al; 2013).
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6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y en la discusion de los datos, se formulan las

siguientes conclusiones:

1.

El periodo reproductivo de Stenocactus arrigens abarcd los meses de enero a abril
del afio 2014, presentando el pico de floracion a inicios del mes de febrero. Las
flores son diurnas, presentan hercogamia y dicogamia, tienen un a longevidad

promedio de dos dias y producen poco néctar.

Los principales visitantes florales registrados fueron escarabajos de las Familias
Curculionidae y Melyridae, asi como abejas de las Familias Hallictideae y
Andrenidae, siendo estas tltimas los posibles polinizadores efectivos.

Los valores obtenidos de la relacion P/O, el indice de entrecruza (OCI) y la
morfometria floral indicaron que el sistema de apareamiento de S. arrigens es
xendgamo obligado.

El sistema de cruza de S. arrigens es mixto, ya que se produjeron frutos y
semillas a partir de la autocruza y de la entrecruza. Asimismo, esta especie presenta
poca limitacion por polen y un coeficiente de endogamia (6=-0.02) reducido.
Debido a que todos los tratamientos de polinizacién conrolada tuvieron éxito
reproductivo, se establece que S. arrigens no presenta mecanismos de
autoincompatibilidad.

La endogamia se hizo evidente en los bajos porcentajes de germinacion
provenientes de los tratamientos de autocruza y en la la adecuacion de este

tratamiento.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Comparacion de la produccion de frutos (fruit set) entre tratamientos.
Generalized Linear Model Fit
Response: production fruit

Distribution: Binomial

Link: Logit

Estimation Method: Maximum Likelihood
Observations (or Sum Wgts) = 125

Whole Model Test

Model - L-R DF Prob>ChiS
LogLikelihood  ChiSquar q
e
Differen 2.09470605 4.1894 3 0.2417

Anexo 2. Comparacion del peso de los frutos entre tratamientos.
Response pesog

Whole Model

Actual by Predicted Plot

Analysis of Variance

Source DF Sum of Mean Square  F Ratio
Squares

Model 3 0.00756054 0.002520 0.3437

Error 75 0.54996406 0.007333 Prob > F

C.Total 78 0.55752460 0.7938
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Anexo 3. Comparacion de la produccion de semillas (seed set) entre tratamientos.

Generalized Linear Model Fit
Response: Semillas/fruto

Distribution: Poisson

Link: Log

Estimation Method: Maximum Likelihood
Observations (or Sum Wgts) = 80

Whole Model Test

Model -LogLikelihood L-R DF

ChiSquare
Difference  47.9862256 95.9725 3
Full 1192.53517

Reduced 1240.52139

Prob>ChiSq

<.0001*

Anexo 4. Comparacion del peso de los frutos entre los tratamientos de entrecruza y

polen suplementario.

Generalized Linear Model Fit
Response: frutos entre/polen supple.
Distribution: Binomial

Link: Logit

Estimation Method: Maximum Likelihood
Observations (or Sum Wgts) = 55
WholeModel Test

Model - L-R DF
LogL.ikelihood ChiSquare

Differenc 1.93361375 3.8672 1
e
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Prob>ChiSq

0.0492*



Anexo 5. Comparacion de los porcentajes de germinacion de los frutos entre los

tratamientos de polinizaciones controladas.

Generalized Linear Model Fit
Response: germination

Distribution: Binomial

Link: Logit

Estimation Method: Maximum Likelihood
Observations (or Sum Wgts) = 28

Whole Model Test

Model -LogLikelihood L-R DF

ChiSquare
Difference 25.147251 50.2945 3
Full 73.7474113

Reduced 98.8946624
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Prob>ChiSq

<.0001*
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