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Resumen

La familia Mitrastemonaceae (Ericales) comprende sélo un género, Mitrastemon,
el cual contiene dos especies, Mitrastemon matudae y M. yamamotoi que tienen
una distribucién disyunta a ambos lados del Océano Pacifico. Estas especies
parasitan las raices de algunos miembros de la familia Fagaceae. Las plantas de
Mitrastemon se pueden observar sélo durante su periodo reproductivo, es decir
sus floresy frutos, ya que su cuerpo vegetativo esta reducido a unas pocas células
que se encuentran embebidas dentro de las raices del hospedero. Las especies
del género Mitrastemon se caracterizan por poseer un sistema floral particular,
puesto que los estambres estan fusionados en un capuchoén en forma de mitra
que cubre por completo al gineceo, lo que separa las funciones sexuales
masculina y femenina. Existe muy poca informacién sobre esta familia de plantas
y para Mitrastemon matudae, presente en México, no existen estudios sobre su
biologia reproductiva. El objetivo principal de este trabajo fue conocer algunos
aspectos de la biologia reproductiva de M. matudae. En particular, se pretendié
(i) determinar la duracién de la antesis, analizando la dehiscencia de las anteras y
la receptividad del estigma, (ii) evaluar los sistemas de cruza, (iii) identificar las
recompensas florales, (iv) describir los compuestos organicos del néctar y (v)
registrar a los visitantes florales e identificar a los polinizadores potenciales. Para
esto se realizaron observaciones y mediciones en campo sobre la biologia floral,
la produccion de néctar y los visitantes florales. Para determinar el sistema de
cruza se realizaron polinizaciones controladas en una ladera del cerro Tres Picos
en Chiapas, México. Ademas, se hizo un andlisis para identificar los compuestos
organicos del néctar. Se encontré que las flores de M. matudae presentan
dicogamia, particularmente protandria. Tienen un sistema de cruza mixto,

pueden producir semillas por autopolinizacién y por polinizacién cruzada y no
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producen semillas por apomixis. Por otra parte, invierten muchos recursos en la
producciéon de un gran volumen de néctar con baja concentracién de azicares.
Ademas de azlcares, el néctar contiene sustancias téxicas y repelentes para
artropodos y otras sustancias antibacteriales y antifingicas. Las flores de M.
matudae atraen a una gran diversidad de visitantes como insectos, aves y
mamiferos que consumen néctar. Los polinizadores potenciales son aves de las
familias Passerellidae y Turdidae, ratones de la familia Cricetidae y el tlacuachin

(Tlacuatzin canescens, Didelphidae), un marsupial endémico de México.

Citar como: Delgado-Ramirez, V. 2023. Biologia reproductiva de la holoparasita
Mitrastemon matudae (Mitrastemonaceae). Tesis de Maestria en Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México.

México, CDMX. 74 pp.

Verénica Delgado Ramirez| 2



Abstract

The family Mitrastemonaceae (Ericales) is composed by only one genus,
Mitrastemon, which contains two species, Mitrastemon matudae and M.
yamamotoi with a disjunct distribution at both sides of the Pacific Ocean. These
species parasitize the roots of some members of the family Fagaceae. The plants
of Mitrastemon can only be found during their reproductive stage, namely the
flowers and fruits, given that their vegetative body is reduced to a few strands of
cells that are embedded inside the host's roots. The species of the genus
Mitrastemon are characterized by having a particular floral system, since the
stamens connate into a mitre-shaped tube that covers the gynoecium completely,
which separates the male and female functions. There is very little information
about this plant family, and for Mitrastemon matudae, which is found in Mexico,
there are no studies on its reproductive biology. The objective of this study was to
investigate some aspects of the reproductive biology of M. matudae. We aimed
to (i) determine the duration of the anthesis by analyzing anther dehiscence and
stigma receptivity, (ii) evaluate the mating systems, (iii) identify the floral rewards,
(iv) describe the organic compounds, and (v) register the floral visitors and identify
the potential pollinators. To accomplish this, we made observations and
measurements in the field regarding the floral biology, nectar production, and
floral visitors. To determine the mating system, we performed a series of
controlled pollination treatments at the Tres Picos hill in Chiapas, Mexico. We also
analyzed the nectar to identify organic compounds. We found that M. matudae
flowers have dichogamy, particularly protandry. These plants have a mixed mating
system, they can produce seeds through self-pollination and cross-pollination, but
they do not produce seeds through apomixis. Nevertheless, they invest a

considerable amount of resources to produce large quantities of nectar with low
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sugar concentration. In addition to sugars, nectar contains substances that are
toxic and repellent for arthropods, and other antibacterial and antifungal
substances. Flowers of M. matudae attract a great diversity of floral visitors like
insects, birds and mammals that forage for nectar. The potential pollinators are
birds of the families Passerellidae and Turdidae, mice of the family Cricetidae, and
a species of opossum (Tlacuatzin canescens, Didelphidae) that is endemic to

Mexico.

Cite as: Delgado-Ramirez, V. 2023. Biologia reproductiva de la holoparasita
Mitrastemon matudae (Mitrastemonaceae). [Master's thesis, Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional Auténoma de México]. Mexico City, Mexico. 74 pp.

Verénica Delgado Ramirez| 4



Introduccion

La reproduccion es el proceso por el cual se producen nuevos individuos, por lo
cual es esencial en la supervivencia y mantenimiento de las poblaciones. Los
estudios de biologia reproductiva en plantas tienen una gran utilidad puesto que
nos permiten manejar y utilizar los recursos vegetales de manera efectiva (e.g.
extraccion sustentable, control de especies dafinas; Ramawat et al., 2014). En
comparacion con otras plantas, es menos el conocimiento que se tiene sobre la
biologia reproductiva de las plantas parasitas. Generalmente, las plantas parasitas
reducen el crecimiento y la adecuacién de sus hospederos y varias especies
afectan negativamente los cultivos agricolas (Tésitel et al., 2021). Sin embargo,
existen muchas otras especies de plantas parasitas que no afectan especies de
importancia agricola o forestal. Asimismo, sus funciones ecosistémicas pueden

ser muy complejas y no necesariamente perjudiciales (TéSitel et al., 2021).

Un subtipo de plantas parasitas son las plantas endoparasitas, las cuales no
tienen cuerpo vegetativo visible, pues se encuentra completamente embebido
dentro de los tejidos del hospedero (llamado enddfito). Las endoparasitas
solamente son visibles en el periodo reproductivo, cuando las flores o
inflorescencias emergen de los tallos o raices (denominado exéfito). Estas plantas
no presentan actividad fotosintética, por lo que dependen completamente de los
recursos que obtienen del hospedero (Nickrent y Musselman, 2004). El
endoparasitismo se encuentra en las familias Mitrastemonaceae, Apodanthaceae,
Cytinaceae, Rafflesiaceae y en algunas especies del orden Santalales (Nickrent,

2020; Teixeira-Costa y Davis, 2021).

La familia Mitrastemonaceae comprende sélo un género (Mitrastemon) de

plantas endoparasitas de arboles de la familia Fagaceae (Matuda, 1947). El
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género Mitrastemon comprende dos especies que se distribuyen en ambos lados
del Océano Pacifico. Mitrastemon yamamotoi Makino, que se distribuye en Asia 'y
M. matudae Yamam., que se encuentra en México, América Central y el norte de
Sudamérica (Matuda, 1947; Meijer y Veldkamp, 1993). Existe poca informacién
sobre la biologia reproductiva del género Mitrastemon. Las flores de ambas
especies del género Mitrastemon son dicdgamas (Nickrent et al., 2004), es decir
que la liberacidon de polen y la receptividad del estigma se dan en diferentes
tiempos, lo que previene la autopolinizacién (Lloyd y Webb, 1986). De acuerdo
con Suetsugu (2018), las flores de M. yamamotoi son polinizadas principalmente
por avispas sociales que visitan las flores durante el dia y contribuyen al
entrecruzamiento, mientras que eventuales visitantes florales nocturnos, como los
saltamontes y cucarachas, facilitan la autogamia. Sin embargo, no hay estudios
sobre la biologia reproductiva de la otra especie, M. matudae. En las
descripciones de M. matudae, Matuda (1947) describe que las flores son visitadas
por insectos y aves que forrajean por néctar, pero no los identificé ni evalué més

informacion sobre su comportamiento.

Debido a la escasez de informacion sobre la biologia reproductiva de
Mitrastemon matudae, el principal propdsito de este trabajo fue ayudar a llenar
este vacio. Se realizaron observaciones en campo, se describid la biologia floral,
se realizaron tratamientos de polinizacion para determinar el sistema de cruza, se
describié la produccidén de néctar, se registraron los visitantes florales y se
identificaron los polinizadores. Este estudio nos puede dar informacién sobre el
papel ecoldgico que tiene Mitrastemon matudae en los bosques de encino.
Asimismo, si en el futuro se descubriera que esta planta parasita causa dafios
importantes a sus hospederos, la informacién recabada en este estudio seria de

gran utilidad para controlar sus poblaciones y mitigar los dafios.
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Objetivos

Objetivo general

Conocer algunos aspectos de la biologia reproductiva de Mitrastemon matudae.
Objetivos particulares

1. Describir la biologia floral de M. matudae.

2. Evaluar los sistemas de cruza que presenta M. matudae.

3. Identificar las recompensas florales ofrecidas a los visitantes.

4. Describir los compuestos organicos del néctar.

5. Registrar los visitantes florales e identificar a los polinizadores de M. matudae.
Antecedentes

Plantas pardsitas

Las plantas parasitas son aquellas que penetran los tejidos vivos de otra planta (su
hospedera) para obtener algunos o todos los nutrientes que necesitan para
sobrevivir. El parasitismo en plantas evolucioné varias veces, por lo que no son un
grupo monofilético. Existen 4,750 especies de plantas parasitas que representan
sélo el 1.6% de las angiospermas y se encuentran repartidas en 28 familias (Heide-
Jaorgensen, 2008; Nickrent, 2020). La caracteristica distintiva de las plantas
paréasitas es el haustorio, una conexion estructural y fisioldgica con el hospedero,
a través de la cual obtienen los nutrientes y el agua (Heide-Jargensen, 2008). El
haustorio tiene una o dos partes: una zona de unién que ayuda a la sujecidn
externa, que no siempre estd presente; y un érgano intrusivo que penetra y se
conecta con el tejido vascular del hospedero (Heide-Jargensen, 2008; Rubiales y

Heide-Jargensen, 2011).
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Las plantas parasitas se distribuyen en todos los tipos de ambientes terrestres
y en todos los continentes, excepto en la Antartida (Heide-Jergensen, 2008, 2013;
Nickrent, 2020; Tésitel, 2016). Son clasificadas en hemiparéasitas y holoparasitas
de acuerdo con su grado de dependencia del hospedero, o bien en parasitas de
tallo y parésitas de raiz de acuerdo con el érgano al que se anclan (Heide-
Jorgensen, 2008). La mayoria de las plantas parasitas son hemiparasitas (70%) y
las parasitas de raiz son mas comunes (60%) que las de tallo (Heide-Jgrgensen,
2013). Las hemiparasitas son parasitas facultativas, pues tienen clorofila y hacen
fotosintesis. Pueden sobrevivir sin un hospedero durante cierto tiempo, pero les
va mejor cuando obtienen agua con nutrientes disueltos del xilema del
hospedero a través del haustorio. Por otro lado, las holoparéasitas son parasitas
obligadas puesto que carecen de clorofila y dependen por completo de los
recursos que se encuentran en el xilema y floema del hospedero (Nickrent y
Musselman, 2004). En las holoparéasitas méas especializadas, las endoparasitas, el
organo intrusivo comprende todo el tejido vegetativo de la planta parasita, ya que
carecen de hojas, tallos y raices. Las endoparasitas sélo pueden verse fuera del
hospedero cuando se encuentran en periodo reproductivo, es decir, las flores e
inflorescencias. El tejido que se encuentra dentro del hospedero se denomina
enddfito, mientras que el que se encuentra fuera del hospedero se denomina

exofito (Heide-Jargensen, 2008; Rubiales y Heide-Jargensen, 2011).

La clasificacion més reciente de las plantas pardsitas toma en cuenta varias
caracteristicas, como la presencia de haustorios laterales o terminales, y si los
organos vegetativos (tallos y/o hojas) son aéreos o crecen dentro del hospedero.
Ademas, la clasificacidon toma en cuenta aspectos del ciclo de vida de las plantas,
como la presencia o ausencia de una fase de crecimiento independiente. De

acuerdo con esta clasificacion, existen cinco grupos funcionales de plantas
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parésitas: parasitas eufitoides, muérdagos, enredaderas parasitas, parasitas

obligadas de raiz y endoparasitas (Teixeira-Costa y Davis, 2021).

El parasitismo es una interacciéon bidtica que genera beneficios para la planta
parasita y perjudica de manera moderada a grave el crecimiento y reproduccion
del hospedero (Tésitel et al., 2021). Varias especies de plantas parasitas atacan
cultivos agricolas o recursos forestales (Parker, 2013). Las especies que provocan
mas dafios para la agricultura pertenecen a especies de los géneros Cuscuta
(Convolvulaceae), Striga, Orobanche y Phelipanche (Orobanchaceae) (Rubiales et
al., 2009). Sin embargo, existen muchas otras especies de plantas parasitas que
no causan dafos a cultivos, y que, al contrario, pueden ser un componente
esencial del ecosistema en el que se desarrollan (Watson, 2001; Tésitel et al.,
2021). Se ha demostrado que algunas especies de plantas parasitas alteran las
interacciones de competencia en las comunidades y facilitan el ciclaje de
nutrientes. Otras especies ofrecen recursos alimenticios para los animales, como

néctar, polen, frutos y semillas (Watson, 2001; Press y Phoenix, 2005; Tésitel et al.,

2021).

Biologia reproductiva de las angiospermas

La reproduccién es el proceso bioldgico por el cual se generan nuevos individuos
y es esencial en el ciclo de vida de los seres vivos. En las angiospermas, la flor es
la unidad estructural y funcional para la reproducciéon (Cruz-Durén y Rosas-Lépez,
2016). El concepto de sistemas reproductivos (‘reproductive systems’ en inglés)
en plantas comprende todos los eventos y caracteristicas relacionados con la
produccién de nuevos individuos e incluyen tanto la reproduccion sexual como
la asexual (Ramawat et al., 2014; Shivanna, 2014; Cardoso et al.,, 2018). La

reproduccion asexual comprende los sistemas apomicticos, en donde las plantas
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pueden producir semillas sin que haya fusién de gametos. Por otro lado, la
reproduccion sexual incluye los mecanismos que las plantas utilizan para la fusion
de gametos. Estos mecanismos comprenden los sistemas sexuales, los sistemas

florales, los sistemas de incompatibilidad y los sistemas de cruza.

Los sistemas sexuales de las plantas (‘sexual systems’ en inglés) incluyen la
expresion funcional de los verticilos sexuales en diferentes niveles de
organizacién (intrafloral, individual, poblacional y hasta nivel de especie)
(Cardoso et al., 2018). La mayoria de las angiospermas presentan un sistema
sexual hermafrodita, es decir que los dos verticilos sexuales (gineceo y androceo)
se encuentran en una sola flor (Barrett, 2002). Esto puede traer desventajas, como
la interferencia fisica entre las funciones sexuales, la saturacion del estigma con
polen propioy el descuento de polen o semillas. El descuento de polen o semillas
(‘pollen discounting’ en inglés) se refiere a la disminucién del nimero de granos
de polen u dévulos disponibles para entrecruzarse, debido a que fueron utilizados
para la autopolinizacién (Barrett, 2002; Cardoso et al., 2018). Una estrategia que
ayuda a evitar la interferencia sexual es que las funciones sexuales se encuentren
en flores separadas del mismo individuo (monoicismo) o en individuos diferentes

(dioicismo) (Abarca-Garcia y Lépez-Villalobos, 2007).

Otra estrategia para evitar la interferencia sexual en flores hermafroditas son
los sistemas florales, que son caracteristicas que optimizan el éxito reproductivo
a través de mecanismos que promueven la polinizacién cruzada (Cardoso et al.,
2018). Dos sistemas florales que evitan la interferencia sexual son la separacién
espacial (hercogamia) y la separacidon temporal (dicogamia) de los verticilos
sexuales. La dicogamia se puede clasificar en dos tipos: (i) protoginia, cuando la

funcion femenina se presenta antes que la masculina, y protandria, cuando la
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funcion masculina es previa a la femenina (Lloyd y Webb, 1986; Webb y Lloyd,
1986).

Aunque la hercogamia y la dicogamia favorecen la entrecruza, no impiden por
completo la autofecundacion. Si la autofecundacién ocurre constantemente, a
largo plazo puede provocar depresién por endogamia, que se expresa como la
reduccion en la viabilidad y/o fertilidad de la progenie endogémica en
comparacién con la progenie exogamica. La depresién por endogamia ocurre
principalmente por la expresion de alelos deletéreos recesivos en genotipos
homadcigos (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Barrett, 2014; Cardoso et al.,
2018). Las plantas con flores desarrollaron otro mecanismo genético-bioquimico
que previene la autofecundacién. Este mecanismo se conoce como sistema de
autoincompatibilidad sexual ('self-incompatibility system' en inglés), haciendo
referencia a laincapacidad de una planta hermafrodita fértil de formar cigotos por
medio de la autopolinizacién. La autoincompatibilidad ocurre mediante
reacciones bioquimicas que interrumpen la germinacién del polen, el crecimiento
del tubo polinico, la fecundacién o la embriogénesis (De Nettancourt, 1977; Rea

y Nasrallah, 2008; Jiménez-Duran y Cruz-Garcia, 2011; Goring et al., 2022).

Polinizacién y sistemas de cruza
El sistema sexual, los sistemas florales y los sistemas de autoincompatibilidad
influyen directamente en el flujo de polen y por lo tanto en la polinizacion y en el
sistema de cruza (‘mating system’ en inglés). La polinizacién es la transferencia de
polen de las anteras a un estigma receptivo de la misma especie (Shivanna, 2014),
mientras que el sistema de cruza es la manera en la que los genes se transmiten

de una generacion a otra a través de la reproduccién sexual. En plantas
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hermafroditas el sistema de cruza se basa en la frecuencia relativa de

autofecundacidn y fecundacién cruzada (Barrett, 2014).

De acuerdo con el origen del polen existen tres tipos de polinizacién: la
autogamia, la geitonogamia y la xenogamia. La autogamia es la transferencia de
polen al estigma de la misma flor. La geitonogamia es la deposiciéon de granos de
polen en el estigma de una flor diferente, pero del mismo individuo o de otro
individuo con el mismo genotipo (clon). Existe otro sub-tipo de autogamia que se
denomina cleistogamia, en donde la autofecundacion es obligada, ya que las
flores no entran en antesis. Estos tipos de cruza permiten a las plantas asegurar
su reproduccién cuando los polinizadores son escasos o ineficientes. Sin
embargo, la variabilidad genética se ve reducida e incrementa la depresién por
endogamia (Lloyd y Schoen, 1992; Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2016). Por
otra parte, la xenogamia es la transferencia de polen al estigma de flores de
diferentes individuos. En este tipo de cruza hay un incremento en la diversidad
genética, puesto que genera nuevas combinaciones de alelos, lo que les permite
a las plantas adaptarse a nuevas condiciones ambientales (Charlesworth, 2006;
Orozco-Arroyo y Vazquez-Santana, 2016). Los tres tipos de polinizacién pueden
ocurrir en plantas con flores hermafroditas; en especies monoicas ocurre
geitonogamia y xenogamia y en especies dioicas solamente puede ocurrir
xenogamia. Los sistemas florales de hercogamia y dicogamia previenen la
autogamia, pero no la geitonogamia. Por Ultimo, la presencia de un sistema de

incompatibilidad permite solamente la xenogamia (Shivanna, 2014).

Cruden (1977) argumenta que las diferentes caracteristicas florales permiten
predecir el sistema de cruza. El propone dos métodos para determinar el sistema

de cruza. En el primero, las caracteristicas que se evaltan son el didmetro de la
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corola, y la presencia de dicogamia y hercogamia. Cada caracter tiene un valor
(Tabla 1A), se suma el puntaje y se obtiene un indice de entrecruzamiento (OClI,
por sus siglas en inglés) que corresponde a un sistema de cruza (Tabla 1B). El
segundo método para determinar el sistema de cruza toma en cuenta la relacion
entre los granos de polen y évulos que hay en una flor, lo que se denomina
proporcién o cociente polen/évulo (P/O). La proporcién P/O se obtiene al dividir
el nimero de granos de polen presentes en una flor entre el nimero total de
6vulos de la misma. Dependiendo del valor obtenido se le asigna el sistema de
cruza (Tabla 1B).

Tabla 1. Métodos que propuso Cruden (1977) para predecir el sistema de cruza con
base en caracteristicas florales y en la proporcién de gametos masculinos y femeninos en
una flor. A. Prediccion del sistema de cruza por medio de puntajes asignados a
caracteristicas florales para determinar el indice de entrecruzamiento (OCI). Cada
caracteristica tiene un valor asignado y la suma corresponde al valor del OCI, que
equivale a un sistema de cruza. B. Prediccién del sistema de cruza por medio de la

proporcion polen/évulo (P/O); cada rango de valores de P/O equivale a un sistema de

cruza.
A)
Diametro de la corola (mm) Valor Dicogamia Valor Hercogamia Valor
<1 0 Homogamia 0 Ausente 0
1-2 1 Protoginia 0 Presente 1
2-6 2 Protandria 1
> 6 3
B)
Proporciéon P/O OClI Sistema de cruza
27-54 0 Cleistogamia
18.1-39.0 1 Autogamia obligada
31.9-396.0 2 Autogamia facultativa
244.7 - 2588.0 3 Xenogamia facultativa
2108.0 - 195,525.0 4 Xenogamia obligada
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Debido a que las plantas son sésiles, estas no pueden transportar sus gametos
a otras flores por si solas y requieren de un vector que realice la polinizacién
cruzada. Algunas plantas son polinizadas por vectores abiéticos, como el agua o
el aire, pero en la mayoria de las angiospermas (85%) la polinizacion es bidtica, es
decir, se da por medio de animales (Ollerton et al., 2011). La polinizacién bidtica
es mas eficiente debido a que, en general, los animales buscan flores vy
transportan el polen a mayores distancias. Ademas, en el caso de la polinizacién
bidtica, las plantas destinan menos recursos a la produccién de polen, ya que el
desperdicio es mucho menor que en la polinizacidon abidtica (Shivanna, 2014;
Dominguez y Pérez-Ishiwara, 2016). Entre los animales, los insectos son los
principales polinizadores, en particular los érdenes Hymenoptera (abejas, avispas
y hormigas), Lepidoptera (mariposas y polillas), Coleoptera (escarabajos) y
Diptera (moscas) (Shivanna y Tandon, 2014; Dominguez y Pérez-Ishiwara, 2016).
Las aves y los murciélagos también son polinizadores importantes (Armbruster,
2012; Fleming et al., 2009). Por ultimo, se han reportado otros polinizadores
menos frecuentes, como cucarachas (Ulvaria elmeri; Nagamitsu y Inoue, 1997),
ratones, musaranas (Cytinus visseri; Johnson et al.,, 2011), ardillas (Butea
monosperma; Tandon et al., 2003) y lagartijas (Melocactus ernestii; Gomes et al.,

2014).

Para la polinizacidn bidtica se requiere que las plantas atraigan a los animales
adecuados y que puedan mantener sus visitas de manera constante. Por ello, las
plantas invierten en atrayentes y recompensas florales. Los atrayentes florales
anuncian la presencia de recompensas florales, lo que motiva a los animales a
visitar las flores frecuentemente. Las flores o partes de estas actian como
anuncios a través de sefiales visuales y olfativas (Dafni, 1992; Dominguez y Pérez-

Ishiwara, 2016). Las sefiales visuales involucran el tamano, el color y la forma de

Verénica Delgado Ramirez | 14



las flores. Por otra parte, las sefales olfativas se encuentran en forma de
compuestos volatiles aromaticos que en su mayor parte son emitidos por los
pétalos o por todo el perianto; otros érganos, como los estambres, también
pueden contribuir al aroma floral. Las sefales olfativas actian como atrayentes a
largas distancias y cuando los polinizadores se acercan, las sefales visuales y los

aromas los guian hacia la recompensa (Dafni, 1992; Shivanna, 2014).

Las recompensas que las flores ofrecen pueden ser alimenticias (e.g., polen,
néctar, algunos aceites) y no alimenticias (e.g., algunos aceites, resinas,
fragancias, sitios de calor y cria; Armbruster, 2012; Shivanna, 2014). La mayoria
de las angiospermas ofrecen polen y/o néctar como recompensa. El polen es muy
nutritivo, pues contiene almiddn, lipidos, proteinas, vitaminas, minerales vy
aminoéacidos. Sin embargo, el polen es muy valioso para las plantas que lo
producen, pues contiene a los gametos masculinos que, si son consumidos,
representan genes que no seran transmitidos a la siguiente generacion
(Armbruster, 2012). Es por esto que muchas plantas producen néctar, que es una
solucién acuosa compuesta principalmente de azlcares (sucrosa, glucosa y
fructosa) con concentraciones desde 7 hasta 70 °Bx (grados Brix). El néctar
también puede contener aminoacidos y proteinas de bajo peso molecular (Pacini
y Nicolson, 2007). Incluso se ha encontrado que el néctar puede tener
compuestos aromaticos que contribuyen al aroma floral y a la atraccion de
polinizadores (Raguso, 2004). Asimismo, el néctar contiene enzimas vy
antioxidantes que ayudan a mantener su homeostasis (Carter y Thornburg, 2004).
Otros compuestos como los alcaloides y los fenoles pueden afectar el sabor del
néctar y disuadir a cierto tipo de animales de visitar las flores (Baker, 1977;

Gonzélez-Teubery Heil, 2009).
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Biologia reproductiva en plantas endoparasitas

El endoparasitismo en las plantas (sensu Teixeira-Costa y Davis, 2021) es
caracteristico de las familias Apodanthaceae, Cytinaceae, Mitrastemonaceae,
Rafflesiaceae y algunas especies del orden Santalales. De acuerdo con Teixeira-
Costa y Davis (2021), las caracteristicas del ciclo de vida que definen a este grupo
de plantas parasitas son (i) la ausencia de crecimiento auténomo ocasionada por
la pérdida del epicétilo, (ii) el cuerpo vegetativo reducido al enddfito y (iii) un
exdfito constituido Unicamente de estructuras reproductivas. Estas plantas
dependen de los fotosintatos, los nutrientes y el agua que obtienen del
hospedero desde etapas muy tempranas de su desarrollo. El cuerpo vegetativo
de estas plantas, llamado enddfito, esta reducido a filamentos celulares que se
encuentran embebidos por completo en el hospedero, por lo que generalmente
sélo pueden detectarse cuando estdn en etapa reproductiva (flores y frutos;

exofito) (Teixeira-Costa y Davis, 2021).

Las flores de las plantas endoparasitas pueden encontrarse en inflorescencias
como en Cytinaceae (Alvarado-Céardenas, 2009; Rios-Carrasco y Véazquez-
Santana, 2021; Rios-Carrasco, 2022; Rios-Carrasco et al., 2022). Otras especies
tienen flores solitarias, como en Apodanthaceae (Bellot y Renner, 2013; Blarer et
al.,, 2004), Mitrastemonaceae (Matuda, 1947, Meijer y Veldkamp, 1993) vy
Rafflesiaceae (Meijer, 1997). Las flores pueden ser bisexuales, es decir que tienen
los verticilos sexuales masculino y femenino en la misma flor, como ocurre en
Pilostyles maya (Apodanthaceae; Ortega-Gonzélez et al., 2020) y los miembros de
la familia Mitrastemonaceae (Matuda, 1947; Meijer y Veldkamp, 1993) o pueden
ser unisexuales. En este Ultimo caso, las flores masculinas y femeninas pueden

estar en un mismo individuo (sistema sexual monoico) o en individuos diferentes
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(sistema sexual dioico). Estos sistemas con flores unisexuales han sido reportados
en Apodanthaceae (Blarer et al., 2004; Bellot y Renner, 2013; Gonzélez y Pabdn-
Mora, 2014; Ortega-Gonzélez et al., 2022), Cytinaceae (Watanabe, 1936b;
Nickrent, 2007) y Rafflesiaceae (Bénziger, 1991; Meijer, 1997; Bénziger y Hansen,
2000). Ademas, en algunas endoparasitas se han encontrado sistemas sexuales
mas complejos. Por ejemplo, Bdallophytum caesarea (sinonimia de Sanguisuga
caesarea, Cytinaceae) tiene un sistema andromonocio, con flores hermafroditas y
flores unisexuales masculinas en el mismo individuo (Ferndndez-Alonso y
Cuadros-Villalobos, 2012), mientras que B. oxylepis tiene un sistema
ginomonoico, es decir que tiene flores hermafroditas y flores unisexuales

femeninas en el mismo individuo (Rios-Carrasco et al., 2022).

Las plantas endoparéasitas que son hermafroditas pueden autopolinizarse, ya
que tienen los dos verticilos sexuales en la misma flor. Sin embargo, debido a las
desventajas que presenta la endogamia, estas plantas poseen sistemas florales
que evitan la autopolinizacién, como la dicogamia en sus dos variantes. Por
ejemplo, la protandria se ha observado en Mitrastemon matudae y M. yamamotoi
(Meijer y Veldkamp, 1993; Suetsugu, 2018) y la protoginia en Cytinus hipocystis
(Cytinaceae; De Vega et al., 2009).

Las plantas endoparasitas que poseen sistemas florales que evitan la
autopolinizacién, asi como las que no tienen sistemas sexuales hermafroditas
necesitan de vectores que transporten el polen de las anteras al estigma de otras
flores. Las flores de las plantas endoparésitas son visitadas por diversos grupos
de animales, incluyendo insectos (Croat, 1978; Banziger y Pape 2004; Bellot y
Renner, 2013), aves (Matuda, 1947; Hobbhahn y Johnson, 2015) y mamiferos no
voladores (Johnson et al., 2011; Hobbhahn y Johnson, 2015). Sin embargo, hay

pocos estudios que comprueban que estos visitantes llevan a cabo la polinizacion,
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puesto que muchos de los visitantes florales reportados se registraron al hacer las
descripciones de las especies sin tomar en cuenta si transfieren el polen de las
anteras al estigma. No obstante, algunas de las polinizadoras comprobadas son
las abejas sin aguijon (Trigona fulviventris, Meliponini) que polinizan las flores de
Bdallophytum oxylepis. Esta endoparasita tiene inflorescencias rojas, aroma fétido
y ofrece polen como recompensa (Rios-Carrasco et al., 2021). También se han
reportado hormigas que polinizan las flores de Cytinus hypocistis que emiten un
aroma dulce y ofrecen néctar como recompensa (De Vega et al., 2014). Asimismo,
se han identificado roedores y musarafnas que polinizan las inflorescencias de la
endoparasita de raices Cytinus visseri, cuyas flores producen una gran cantidad
de néctar diluido (Johnson et al., 2011). C. sanguineus también es visitada por
roedores, pero los polinizadores efectivos son aves que son atraidas por el color
rojo de las flores y que consumen el néctar diluido (Hobbhahn y Johnson, 2015).
Por ultimo, existen interacciones mas especializadas en la familia Rafflesiaceae. En
general, en esta familia las flores son endotérmicas y emiten aromas fétidos que
atraen a moscas carrofieras. Las moscas son atraidas porque el olory la textura de
las flores simula carne en descomposiciéon, donde las moscas usualmente
ovipositan. En estas plantas la polinizacidn es por engano, puesto que las flores
no ofrecen ninguna recompensa (Beaman et al., 1988; Banziger, 1991; Banziger,

1996; Banziger y Hansen, 2000; Patifio, 2000).

Familia Mitrastemonaceae
La familia Mitrastemonaceae Makino (Ericales) estd compuesta por plantas
holoparasitas que son endoparasitas de raiz. Los hospederos comprenden varias
especies de arboles de la familia Fagaceae. Esta familia endoparasita est
conformada por un solo género, Mitrastemon Makino, el cual posee dos especies

que se distribuyen en ambos lados del Océano Pacifico. Mitrastemon yamamotoi
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Makino se distribuye en Asia y M. matudae Yamam. se encuentra en México,
América Central y el norte de Sudamérica (Matuda, 1947; Idarraga-Piedrahita,

2011; Mir et al., 2016; Amoroso et al., 2018).

Las flores de ambas especies de Mitrastemon son duras, tienen textura ceracea
y son de color blanco-rosado en M. yamamotoi y blanco-crema en M. matudae.
Ademas, son hermafroditas y dicbgamas (protédndricas). El perigonio es tetrdmero
y estd connado en un verticilo tubular truncado. El tallo del eje floral esté cubierto
por varios pares de bracteas y su longitud depende de la profundidad a la que se
encuentre la raiz del hospedero (Matuda, 1947; Nickrent et al., 2004). Los
estambres estdn connados en un sinandrio o tubo estaminal que forma un
capuchén mitriforme que cubre al gineceo. La zona apical del sinandrio es estéril
y tiene una apertura pequefa. Més abajo, por la parte externa, se encuentra una
serie de anillos con alrededor de diez sacos polinicos cada uno. El anillo del
perigonio sujeta por la base al sinandrio, el cual se desprende desde la base de
los filamentos de manera circuncisil y es empujado hacia arriba conforme el
gineceo crece. La flor es hipdgina, con ovario supero, el estigma es grueso y
redondeado, el ovario es unilocular y tiene placentacién parietal. Los évulos son
anatropos, numerosos y pequefios (miden alrededor de 190 por 120 pum). El
estigma se encuentra cubierto por el sinandrio, que por la parte interna es estéril,
lo que en teoria evita la autopolinizacidon (Meijer y Veldkamp, 1993; Nickrent et
al., 2004). Asimismo, se ha reportado que las flores emiten aromas y producen

néctar que atraen a aves e insectos (Matuda, 1947).

Mitrastemon yamamotoi
Mitrastemon yamamotoi se distribuye en los bosques tropicales y subtropicales

de Borneo, Sumatra, Indochina, Japén (Matuda, 1947; Meijer y Veldkamp, 1993)
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y Meghalaya (Mir et al., 2016). Sus hospederos pertenecen a varios géneros de la
familia Fagaceae (Castanopsis, Lithocarpus, Quercus y Trigonobalanus) (Matuda,
1947). Florece desde finales del otofio hasta principios del invierno, en la
temporada seca, y completa su ciclo de vida entre noviembre y abril (Mir et al.,
2016; Suetsugu, 2018). En las primeras descripciones que se hicieron de esta
planta, se reportd que sus flores son visitadas por aves como Zosterops japonicus,
Melidectes torquatus, M. belfordi, Melisteles megarhynchus y Oedistoma
iliolophus e insectos como Vespa magnifica y Drosophila sp., que forrajean el
néctar diluido. Sin embargo, no se comprobd que fueran polinizadores efectivos

(Beehler, 1994; Matuda, 1947).

Por otra parte, Suetsugu (2018) estudié una poblacién de M. yamamotoi en el
sur de Japédn. La formaciéon de frutos (fruit set) fue alta en los tratamientos de
polinizacién cruzada y autopolinizacién artificial, por lo que es posible que no
tengan un sistema de autoincompatibilidad. A pesar de que los verticilos sexuales
estan separados estructuralmente, se encontré que se formaron frutos y semillas
por medio de autopolinizacién natural (sin manipulacién), aunque fue menor que
en los tratamientos de polinizacién cruzada y autopolinizacién artificial. El autor
propuso que esto puede deberse a intrusion de hormigas en las flores
embolsadas, o bien que estos frutos y semillas se formaron por apomixis
(Suetsugu, 2018). En dicha poblacién, las avispas sociales (Vespidae) fueron
visitantes diurnos frecuentes y los polinizadores mas efectivos. No se observé que
las avispas colectaran activamente el polen, pero este se quedaba adherido a sus
patas, abdomen, cabeza y partes bucales mientras forrajeaban el néctar. Ademas,
se observdé que visitaron secuencialmente varias flores durante el forrajeo,
contribuyendo asi a la polinizacidon cruzada. También se observaron aves en el

sitio de estudio, pero rara vez visitaron los parches florales y nunca forrajearon
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néctar. Los visitantes nocturnos como grillos (Orthoptera), cucarachas (Blattodea)
y escarabajos (Coleoptera) fueron menos frecuentes, pero también forrajearon
néctar. Estos insectos visitaron varias flores de manera secuencial, pero debido a
sus capacidades limitadas de vuelo, no se desplazaron mucho entre parches, por

lo que contribuyeron principalmente a la geitonogamia (Suetsugu, 2018).

Mitrastemon matudae
Mitrastemon matudae se distribuye en México, Guatemala (Matuda, 1947,
Steyermark, 1950)y Colombia (Idarraga-Piedrahita, 2011)y se ha reportado como
endoparasita de raices de dos especies de encinos (Fagaceae), Quercus
lancifolia, reportado por Matuda (1947) y Q. skinneri, observado en el sitio de
estudio del presente trabajo. M. matudae florece en la temporada seca, entre
febreroy abril. Las flores son de color blanco-crema y son visitadas por insectos y
aves, pero no se ha determinado si son polinizadores efectivos (Matuda, 1947;
Meijer y Veldkamp, 1993; Teixeira-Costa y Suetsugu, 2022). M. matudae tiene
caracteristicas florales y reproductivas muy particulares que sélo han sido
reportadas en la familia Mitrastemonaceae. Ademaés, es una especie rara con
distribucién muy limitada y sélo puede ser localizada en ciertas épocas del afio.
No hay informacién sobre su biologia reproductiva, por lo que en este trabajo nos
centramos en ello y describimos varios aspectos sobre la biologia reproductiva
de Mitrastemon matudae en una poblacién encontrada en el cerro Tres Picos,

Chiapas.
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Materiales y métodos
Especie de estudio

Mitrastemon matudae es una planta endoparasita de raiz. En México, M. matudae
se ha encontrado en tres localidades de Chiapas, dos dentro de la Reserva de la
Bidsfera “La Sepultura” y una en la Reserva de la Bidsfera “El Triunfo”. Sélo se le
encuentra entre febrero y abril, durante su periodo reproductivo, ya que el resto
del afio su cuerpo vegetativo se encuentra dentro de las raices de nueva
formacion del hospedero (Q. skinneri), lo que dificulta su estudio (Matuda, 1947;

Meijer y Veldkamp, 1993).

D

Figura 1. Esquema de Mitrastemon matudae en las diferentes etapas florales. A. Botén
floral. B. Corte longitudinal de un botén floral. C. Fase masculina con sinandrio evidente.
D. Fase femenina, se ha caido el sinandrio dejando expuesto el estigma. b, bractea; bf,
botdn floral; eg, estigma; h, raiz del hospedero; ms, microsporangios; ov, ovario; pg,

perigonio; s, sinandrio; st, estilo; v, volva. Elaborado por Verénica Delgado Ramirez.
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Las flores de M. matudae (Fig. 1) son rigidas y su textura es cerosa; son
hermafroditas y miden de 3 a 3.5 cm de ancho por 4 a 12 cm de alto,
dependiendo de la profundidad a la que estén las raices del hospedero. Cuando
los botones florales emergen del hospedero estadn cubiertos por una estructura
denominada volva, compuesta por tejido cortical del hospedero. La volva es de
color café oscuro y se rompe cuando los botones maduran. Las flores tienen de 6
a 7 pares de bréacteas; el tubo estaminal mide de 2 a 2.8 cm de largo y el anillo
donde se fusionan las anteras mide de 6 a 12 mm de didmetro (Matuda, 1947;
Meijer y Veldkamp, 1993). Las flores son dicégamas (protandricas): la antesis
comienza con la fase masculina, el capuchdn mitriforme cubre al estigma por
completo y conforme el gineceo se desarrolla va empujando al capuchén hasta

que se cae y da lugar a la fase femenina (Nickrent et al., 2004).

Sitio de estudio

La poblacion estudiada se localiza en una ladera del Cerro Tres Picos, el cual se
encuentra en el municipio de Villaflores, Chiapas. El 4rea en la que se hicieron las
observaciones mide alrededor de 0.216 ha y se encuentra a una distancia
aproximada de 4 km de la cima del cerro. Este territorio pertenece a la Reserva
de la Bidsfera “La Sepultura” y se encuentra en la regidn fisiogréfica de la Sierra

Madre de Chiapas a 1458 msnm (Fig. 2).

El sitio es un bosque de encino, donde predomina Quercus skinneri, aunque
en esta zona también se pueden encontrar plantas epifitas como bromelias
(Bromeliaceae), orquideas (Orchidaceae) y helechos (Pteridophyta) (Breedlove,
1978; Wolf y Flamenco, 2003). El clima es semicédlido humedo con abundantes
lluvias en verano (A(C)m(w)), la temperatura media anual ronda entre 20y 22 °Cy

la precipitacion total anual estd entre 2,000 y 2,500 mm (Ruiz-Lépez, 2010).
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Figura 2. Sitio de estudio Tres Picos, en el municipio de Villaflores, Chiapas, México. A.

Localizacion del sitio de estudio (INEGI, 2005). B. Vegetacion donde crece M. matudae.

Biologia floral

En febrero de 2019 se montaron 14 cuadros de 1 m?2, cada uno sobre las raices
de nueva formacién de un hospedero; no se encontraron plantas de M. matudae
creciendo sobre los contrafuertes o raices grandes. Se colocé cada cuadro en
zonas con una alta densidad de flores (exdéfitos) de M. matudae. Se considerd a
una flor como un individuo; sin embargo, se deconoce si cada exdfito (eje con
una flor solitaria) corresponde a un individuo o si varios exdfitos se encuentran
unidos en el interior del hospedero. Se hizo el conteo del nimero total de flores,
de flores en fase masculina, de flores en fase femenina y de botones florales.
Debido a las condiciones climatoldgicas no se pudo realizar el segundo conteo

de flores al dia siguiente, sino hasta dos dias después, cuando se contaron las
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flores en diferentes fases en siete de los cuadros para observar los cambios en la
proporcién de flores en fase masculina, femenina y botones florales. El conteo se
hizo sélo en siete de los cuadros debido al poco tiempo con que se contaba para
hacer las observaciones, los cuadros faltantes estaban mas alejados del sitio
donde se hicieron las observaciones de visitantes florales. También se registraron
los cambios morfoldgicos de las flores y se realizaron mediciones en campo de la
apertura floral (cada hora por 7 horas por 2 dias; n = 15 flores) con un vernier
digital Mitutoyo Absolute Digimatic; también de la receptividad del estigma con
perdoxido de hidrégeno (H2O2; n = 26 flores), y de la viabilidad del polen con
reactivo de Alexander (n = 4 flores) (Dafni, 1992; Marquez-Guzman et al., 2016).
También se colectaron flores y botones cercanos a la antesis; varios se disectaron
longitudinalmente y se fijaron en FAA (formaldehido, acido acético, etanol y
agua). Después, las flores y los botones se deshidrataron en una serie de
soluciones de etanol en concentraciones graduales (30%, 50% y 70%) para

realizar un conteo de évulos y granos de polen (Marquez-Guzman et al., 2016).

Para el conteo de 6vulos se disectd la flor longitudinalmente, se extrajeron
todos los évulos del ovario, se colocaron en un tubo Falcon y este se aforé con 10
mL de etanol al 70%, se agitaron para una mejor distribucién de los évulos en el
liquido que los contenia. Se obtuvo una muestra de 1 mL y se contaron todos los
6vulos con ayuda de un microscopio estereoscépico. En total fueron dos
muestras de 1 mL por cada tubo (n = 6 tubos), se obtuvo el promedio de évulos
en cada tubo y se multiplicé el promedio por 10 para obtener el total de évulos

por flor.

Para el conteo de granos de polen se seleccionaron sinandrios que aun no

eran dehiscentes y se disectaron para dejar solo el anillo de microsporangios.
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Posteriormente, el anillo de microsporangios se seccioné en ocho pedazos
iguales, se tomé un pedazo por flory se trituré dentro de un tubo Eppendorf con
100 pL de agua con detergente para extraer los granos de polen. Se conté el
numero total de granos de polen en cada tubo dos veces, se obtuvo el promedio
y se multiplicd por ocho (el nimero total de pedazos) para obtener el nimero
total de granos de polen por flor (n = 4 flores). Finalmente, se calculd la
proporcién polen/évulo (P/O) dividiendo el nimero total de granos de polen por

flor entre el nimero total de évulos (Cruden, 1977).

Sistema de cruza

Para determinar el sistema de cruza se realizaron polinizaciones controladas en
cinco tratamientos (Dafni, 1992; Fig. 3). El nimero de repeticiones realizadas por
tratamiento se muestra entre paréntesis (cada flor polinizada se conté como una

repeticion).

1. Testigo (n = 9). Se recolectaron frutos producidos por polinizacion abierta
(sin manipulacion).

2. Entrecruza manual (n = 25). Se removié el sinandrio a las flores en etapa
masculina, se deposité polen de diferentes individuos en el estigma
receptivo y se cubrieron con una bolsa de organza. Para asegurar que
fueran diferentes individuos, se entrecruzaron plantas que tuvieran por lo
menos cinco metros de separacion.

3. Autocruza manual (n = 20). Se cubrieron flores en fase masculina, se
esperd a que el sinandrio se cayera naturalmente para depositar polen
sobre el estigma receptivo de esta misma flor y se volvieron a cubrir

inmediatamente.
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4. Autocruza natural (n = 33). Se cubrieron flores en fase masculina sin
polinizarlas manualmente.
5. Apomixis (n = 16). Se retird el sinandrio a flores jovenes (emasculacion),

en fase masculina y se cubrieron inmediatamente sin ser polinizadas.

Cabe mencionar que se perdieron muchas de las repeticiones de cada
tratamiento, ya que varias de las bolsas fueron removidas por animales que visitan
constantemente las flores, como roedores, ardillas, zarigueyas, etc., posiblemente
para su consumo. Las repeticiones también fueron afectadas por las actividades
de los pobladores. Ademas, debido a las condiciones de pandemia, a conflictos
internos entre los pobladores de la zona y a que M. matudae sélo florece una vez
al afo, no se pudieron volver a hacer las repeticiones de los tratamientos en los
afios siguientes. Por lo tanto, el nimero de repeticiones que quedaron al final
fueron los siguientes: Testigo: n = 9; Entrecruza manual: n = 9; Autocruza manual:

n = 4; Autocruza natural: n = 4 y Apomixis: n = 2.

Para cada flor en cada tratamiento se realizé el conteo de semillas por fruto.
Debido a que los conteos son unidades discretas y por lo tanto no tienen una
distribucion normal, se construyé un modelo lineal generalizado con distribuciéon
Poisson con enlace logaritmico (Crawley, 1993), usando el nimero de semillas
como variable dependiente y el tratamiento como variable independiente.
Posteriormente, se aplicd la prueba de x? (Dytham, 2011) para corroborar si
existen diferencias entre tratamientos, y se complementé con comparaciones

multiples de Tukey con la funcién ghlt con el software R version 4.1.2 (R Core

Team, 2021).

También se calculd la tasa de entrecruza (te) a partir del nimero de semillas

producidas en los tratamientos de autocruza y entrecruza manuales. Se utilizé la
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ecuacion: te = Wx / (Wx + Ws), donde Ws es el nimero de semillas formadas por
autocruza y Wx el nimero de semillas formadas por entrecruza. Los valores de la
tasa de entrecruza van de 0 a 1, donde 0 equivale a una especie con autocruza
estricta, 1 a una especie Unicamente con entrecruza y 0.5 a una especie con

sistema mixto (Mandujano et al., 2010).

Figura 3. Tratamientos de polinizacién hechos en el sitio de estudio de Tres Picos,
Chiapas. Ay B. Vista general de un parche floral en donde se aplicaron tratamientos. C.
Acercamiento a flores de los tratamientos de apomixis, autocruza natural y entrecruza
manual. D. Flor en fase femenina con el estigma lleno de polen (flecha) del tratamiento

de autocruza manual.
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Recompensas florales

Volumen y concentraciéon de néctar
Para evitar el consumo del néctar por parte de los visitantes, se cubrieron las flores
con bolsas de organza (n = 25). Cada hora, iniciando a las 9:00 h y culminando a
las 18:00 h se cuantificd el volumen de néctar de flores en fase masculina y
femenina con jeringas de insulina y se midid la concentracidn de azicares con un
refractdmetro (Shivanna y Tandon, 2014). Por dltimo, se compararon el volumen
y la concentracién de néctar entre las fases femenina y masculina para determinar
si habian diferencias significativas. El volumen se comparé con una prueba U de
Mann-Whitney-Wilcoxon debido a que no tenian una distribucién normal,
mientras que la concentracion se compard con una prueba de t-student con
correccién de Welch (Dytham, 2011). Todos los andlisis estadisticos se realizaron

con el software R versién 4.1.2 (R Core Team, 2021).

Compuestos organicos del néctar
Para conocer los compuestos orgénicos del néctar se realizaron extracciones con
hexano y una cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Las muestras de néctar fueron colectadas en febrero de 2018, se
mantuvieron en hielo y posteriormente se congelaron a -70°C en un

ultracongelador hasta su analisis quimico. Se realizaron tres tipos de extracciones:

1. Hexano + néctar diluido: Se realizé la extraccién de compuestos en
hexano. Se tomaron 300 pL de néctar puro y 700 pL de agua, se mezclaron
vigorosamente por un minuto. Se le agregaron 700 yL mas de hexanoy la
mezcla se dejo reposar hasta que se formaron dos fases: hexano-néctar.
Una vez que la fase de hexano estuvo totalmente separada, se tomd y se

inyectd en el cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas.
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2. Hexano + néctar sin diluir: Se realizd la extraccion de compuestos en
hexano. Se tomaron 300 pL de néctar (sin disolver) y 700 uL de hexano, la
mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto y se dejé reposar hasta
que se formaron las dos fases, hexano-néctar. Una vez que la fase de
hexano estuvo totalmente separada, se tomd y se inyectd en el GC-MS.

3. SPME (microextraccion en fase sélida): Se realizdé la extraccion de
compuestos con la técnica de SPME. Se tomaron 300 pL de néctar a los que
se agregaron 2 mL de hexano. La mezcla se agité vigorosamente durante
un minuto y se puso en bafio Maria durante 5 minutos, exponiendo la fibra

del SPME durante ese tiempo, se retird la fibra y se inyectd en el GC-MS.

En los tres tipos de extraccion se utilizé el programa de busqueda de espectro de
masas v. 2.3 (NIST Mass Spectrometry Data Center, 2017) para identificar los

compuestos.

Visitantes florales e identificacion de polinizadores

En el sitio de estudio se hicieron observaciones directas de los visitantes florales
en tres zonas con una gran densidad de flores. Estas observaciones se realizaron
por tres dias consecutivos, de las 9:00 a las 18:00 h en febrero de 2019. Por otra
parte, se colocaron tres cdmaras trampa apuntando a zonas con una gran
concentracién de flores para detectar la actividad de animales mas grandes,
como mamiferos y aves. Se colocaron las cdmaras durante dos dias en febrero de
2019, por un mes entre marzo y abril de 2021 y por tres meses entre diciembre
del 2021 y febrero del 2022. Debido a la situacion sanitaria, en 2021y 2022 no se
realizaron observaciones directas. Para determinar si los visitantes eran casuales,

florivoros o polinizadores se observd su comportamiento, registrando si tocaban
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las anteras o el estigma, el nimero de veces que visitaban las flores y la

recompensa que buscaban (Shivanna y Tandon, 2014).

Ademas, se colectaron algunos de los insectos (avispas) que visitaban las
flores. De los insectos colectados, algunos se montaron con alfileres
entomoldgicos y otros se utilizaron para determinar la carga de polen que tenian
en el cuerpo. Para la determinacion de la carga de polen, los insectos colectados
se colocaron en tubos Eppendorf, los cuales se rellenaron con agua con jabén
para reducir la tensién superficial. Después, los tubos se agitaron en el vértex para
desprender el polen de su cuerpo y éstos se extrajeron de los tubos. Los tubos
con solucién de polen y agua con jabdn se centrifugaron a 14,000 rpm durante
10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se afadieron 100 puL de agua con
detergente. Se contaron todos los granos de polen de dos muestras de 10 pL de
esta solucion. Se calculé el promedio de ambos conteos, el cual se multiplicé por
10 para obtener el nimero total de granos de polen en la muestra de 100 pL, es
decir el niUmero total de granos de polen que llevaban en el cuerpo los insectos.
Para estar seguros de que los granos de polen eran de la especie de estudio,
primero se observé polen tomado directamente de las flores colectadas y se
comparé con el que portaban los visitantes. No se pudo determinar la carga de
polen de las moscas ni de otro tipo de visitantes mas grandes (aves y mamiferos)

debido a que no se contd con el material adecuado para su captura.

Por ultimo, los visitantes florales se clasificaron, de acuerdo con su horario de
actividad predominante, en diurnos (5:00 a 19:00 h) y nocturnos (19:00 a 5:00 h).
Para descartar a los visitantes casuales e identificar a los polinizadores mas
probables, se tomaron en cuenta la tasa de visitas, la carga de polen de los

insectos y el contacto con anteras o estigma (Shivanna y Tandon, 2014).
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Resultados
Biologia floral

Se conté un total de 582 individuos (exéfitos) de M. matudae y 41.57 + 37.92
individuos en cada hospedero (promedio = Desviacién Estandar; n = 14). Se
observé un mayor nimero de flores en fase masculina que en fase femenina en
ambos dias del conteo. Sin embargo, no hubo un cambio notable en la
proporcion de individuos en fase masculina, femenina ni en botén en los dias

observados (Fig. 4).

B rfM COFF EB

Dia 1 Dia 3
Dia de observacion

Figura 4. Parche floral de M. matudae en la localidad de Tres Picos, Chiapas. A.
Fotografia in situ de un parche floral. B. Proporciéon de flores en las diferentes fases de M.
matudae. Hubo un mayor nimero de flores en fase masculina que en fase femenina en

ambos dias del conteo. FM: Fase masculina; FF: Fase femenina; B: Botones florales.

Se observé que los botones florales méas pequefios de Mitrastemon matudae
son de color café porque estan cubiertos por la volva que después se rompe. Los

botones mas maduros son de color blanco y se encontraron en la superficie del
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suelo. Pasaron de dos a tres meses desde que salieron a la superficie hasta que
se abrieron las bracteas que cubren los verticilos sexuales (n = 219). Las flores
maduras (n = 363) son de color blanco y se oxidan facilmente con el sol. El color
de las flores contrasta con el color oscuro del suelo y la hojarasca donde se
encuentran. Las flores tienen dos pares de bracteas que cubren a los verticilos
sexuales en etapa de botdn floral, mientras que el perigonio (formado de tépalos)
no cubre a los verticilos sexuales ya que son mas cortos que el androceo y
gineceo. Una vez en fase masculina, las flores permanecen abiertas hasta la
formacion de los frutos. La velocidad de apertura de las bracteas fue de 4.25 =

3.04 mm (promedio = DE) cada 24 h (n = 15).

Se observé que el sinandrio forma un capuchdn (compuesto por los estambres
fusionados), el cual cubre completamente al estigma, excepto por un pequefo
orificio en la parte apical. La antesis inicia con la fase masculina (n = 325; Fig. 5A-
D). Los microsporangios fusionados del androceo estan cubiertos por una pared;
en esta etapa, el polen presenta 50% de viabilidad (n = 4; Fig. 5A-B). Después de
un tiempo, la pared de los microsporangios se rompe, dejando al descubierto el
polen, que es pegajoso (Fig. 5C). En esta etapa el polen estaba cubierto de mucha
secrecion que impidié que el reactivo de Alexander actuara, por lo que no se

logré determinar su viabilidad.

En etapa pre-antesis de la flor, el gineceo esta cubierto por el sinandrio, el cual
estad sujeto por el perigonio en la base de la flor. Conforme madura la flor, el
perigonio deja de sujetar por la base al sinandrio a través de un desprendimiento
circunsisil provocado por el crecimiento y ensanchamiento del gineceo y con
ayuda de la gran cantidad de secrecion que tiene la flor, el capuchdn se va

elevando hasta que se cae, dejando expuesto al estigma, lo que da lugar a la fase
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femenina (n = 363; Fig. 5D-H). En los sinandrios caidos el polen tuvo 0% de

viabilidad (n = 4).

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Fase femenina

Figura 5. Fases florales de M. matudae en la localidad de Tres Picos, Chiapas. A - D: fase
masculina, E - H: fase de transicion, | - L: fase femenina. b. bractea; eg, estigma;

ms,microsporangios; n, néctar; ov, ovario; p, polen; pg, perigonio; s,sinandrio; st, estilo.

Apenas el sinandrio se cae, el estigma se observa de color amarillo crema,
himedo, con exudado abundante y receptivo cuando se aplica la prueba de
perdxido de hidréogeno (n = 363); las células papilosas son secretoras y pegajosas

(Fig. 51). Conforme pasa el tiempo, el estigma cambia de color a naranja y se va
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secando poco a poco. La parte del estigma que sigue de color amarillo crema es
receptiva, pero en menor grado con respecto a la parte de color naranja, la cual
es muy receptiva, pues presenta mayor burbujeo que la parte amarilla del estigma
(n = 363; Fig. 5J). Aproximadamente al tercer dia de la caida del sinandrio, el
estigma se torna completamente naranja y es muy receptivo (n = 363; Fig. 5K).
Alrededor de cuatro dias después de la caida del sinandrio, el estigma cambia de
color a café, se deshidrata ain mas y ya no es receptivo (Fig. 5L), por lo que la
receptividad del estigma dura cuatro dias (n = 363). Debido al tiempo restringido
de observacién no se pudo determinar cuanto tiempo tarda una flor en fase
masculina para llegar a la fase femenina, pero se estima que toma de dos a tres

semanas en cambiar de fase.

Con base en la morfologia floral, se obtuvo un indice de entrecruzamiento
(OCI) de cuatro, ya que el didmetro de la corola mayor a 6 mm equivale a tres
puntos y la presencia de dicogamia (protandria) le suma otro punto. El OCl igual
a cuatro indica xenogamia obligada de acuerdo con una de las propuestas de
Cruden (1977; Tabla 1). Por otra parte, con base en la relacién polen-évulo, las
flores de M. matudae tuvieron 26,824 + 2235 évulos por flor (promedio £ DE; n =
6) y 589,800 = 441,658 granos de polen por flor (promedio + DE; n = 4). La
proporcién polen-évulo resulté de 21.98, que corresponde a autogamia obligada

de acuerdo con la otra propuesta de Cruden (1977; Tabla 1).

Sistema de cruza

Mitrastemon matudae produjo entre 8,000y 35,000 semillas por fruto en el grupo
testigo (polinizacién abierta). El resultado de la tasa de entrecruza fue de 0.4, lo
que indica un sistema de cruza mixto. M. matudae solamente se reprodujo por la

via sexual, ya que no hubo formacién de semillas en ningun fruto del tratamiento
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de apomixis (n = 2). En el resto de los tratamientos de polinizacion (entrecruza
manual, autocruza natural y manual) si hubo produccién de semillas, lo que

corrobora que M. matudae tiene un sistema de cruza mixto (Fig. 6A).
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Figura 6. Sistema de cruza en M. matudae en la localidad de Tres Picos, Chiapas. A.
Comparacién entre el nimero de semillas por fruto en los tratamientos de polinizacién
controlada. T, testigo (n = 9); EM, entrecruza manual (n = 9); AN, autocruza natural (n =
4); AM, autocruza manual (n = 4). En el tratamiento de apomixis (n = 2) no se formaron
semillas, por lo que no se muestra en la gréfica. Las letras mindsculas encima de las cajas
indican las diferencias significativas entre los tratamientos (Anexo |). B. Ovario de una flor
de M. matudae que mantiene aun el sinandrio (fase masculina), se observa una gran

cantidad de évulos (blanquecinos) y también semillas en color café (flechas).

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
(X2=11.488; g.l.= 22; p < 0.001; Fig. 6A) comparados con el control (Anexo I). En
el grupo testigo los frutos tuvieron el menor promedio de semillas por fruto,
seguido por el tratamiento de entrecruza manual, en este tratamiento la
desviacion estandar fue muy grande. Hubo un mayor nimero de semillas por
fruto en el tratamiento de autocruza manual, seguido por el de autocruza natural
(Fig. 6A). La formacién de semillas en los tratamientos de autocruza natural y

manual indica que pueden formar semillas por medio de la autopolinizacién, por
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lo que no tienen un sistema de incompatibilidad. Una evidencia que refuerza esto
es que se encontraron semillas en flores que todavia conservaban el sinandrio y

cuyo estigma no habia sido expuesto a los polinizadores (Fig. 6B).

Recompensas florales

Volumen y concentracién de néctar
Las flores de Mitrastemon matudae produjeron 1.82 = 1.52 mL (promedio = DE)
de néctar por flor (n = 25), siendo 6 mL el maximo observado (Fig. 7A). La
concentracién de azlcares fue de 10.81 + 3.52 °Bx (promedio = DE; n = 21; Fig.
7B). La produccidn de néctar se presentd tanto en la fase floral masculina como
en la femenina. No se encontraron diferencias significativas en el volumen de
néctar (U = 458; p = 0.184; fase masculina: x = 2.097 = 0.3 mL, fase femenina: x =
1.621 + 0.23 mL), pero si en la concentracion (t = 2.63; g.l.= 35.82; p = 0.0126),
siendo mayor la concentracién en el néctar de la fase femenina (fase masculina: x

= 9.469 = 0.8493 °Bx, fase femenina: x = 11.85 £ 0.317 °Bx).

Por otra parte, la produccion de néctar durante el dia fue fluctuante (Fig. 7Cy
D). Por la manana (8:00-10:30 h) produjeron alrededor de 2 mL de néctar.
Posteriormente, alrededor de las 11:00 h, el volumen y la concentracién de néctar
de las flores en fase masculina aumentd (n = 4 flores en las cuales esto ocurrid).
Ocurrié lo mismo en las flores en fase femenina, pero una hora después,
alrededor de las 12:00 h (n = 5 flores). Después, el volumen de néctar disminuyé
en ambas fases, aunque de manera méas pronunciada en la fase femenina (n = 7
flores). En cambio, la concentracién de néctar en las flores en fase masculina
disminuyd mas drasticamente (n = 4 flores) que el de las flores en fase femenina
(n = 5 flores; Fig. 7 C y D). Alrededor de las 15:30 h, el volumen de néctar de las

flores en fase masculina disminuyé a menos de 1 mL (n = 3 flores) y asi se mantuvo
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hasta el final del dia (18:00 h) y la concentracion aumenté de las 15:30 a las 18:00
h (n = 3 flores). Por otra parte, entre las 13:00 y las 16:00 h, el volumen de néctar
de las flores en fase femenina aumentd (n = 3 flores) y a las 18:00 h volvié a
disminuira menos de 1 mL(n =5 flores). A las 13:00 h, la concentracién del néctar
en las flores en fase femenina también aumenté (n = 5 flores), pero volvié a
disminuir alrededor de las 15:00 h (n = 1 flores) y disminuyé a menos de 10 °Bx a

las 16:00 h (n = 8 flores; Fig. 7 C y D).
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Figura 7. Volumen y concentracion del néctar de las flores de M. matudae en la localidad
de Tres Picos, Chiapas. A. Promedio de volumen de néctar de flores en fase masculina (n
= 11)yfemenina (n = 14). B. Promedio de concentracion de azlcares del néctar de flores
en fase masculina (n = 7) y femenina (n = 14). C y D: Fluctuacion del volumen vy la

concentracion de néctar de las 9:00 h a las 18:00 h. FM, Fase masculina; FF, Fase

femenina.
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Compuestos organicos del néctar
Los analisis mostraron que ademéas de los azlicares detectados con el
refractdmetro, el néctar de las flores de M. matudae tiene compuestos orgénicos
que son polares, puesto que se unieron al hexano que se utilizdé como disolvente.
Entre los compuestos encontrados por la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés) figuran alcanos,
alcoholes, cetonas, fenoles, peréxidos, furanos y dcidos carboxilicos (Tabla 2). En
cada tipo de extraccion se obtuvo un cromatograma general de los compuestos
(Fig. 8A) y la identificacion del compuesto de acuerdo a su espectro de masas
(Fig. 8B). Los espectros de masas de algunos de los compuestos organicos del
néctar de M. matudae coincidieron con el espectro de dos compuestos
registrados en la libreria NIST. Al ser tan similares no se pudieron diferenciary se
sefialan con un asterisco (*), por esta razén dichos compuestos tienen el mismo

tiempo de retencién y la misma area bajo la curva (Tabla 2; Anexo Il).

Se encontré que el néctar ademds de azlcares se compone de diez sustancias
principales, de las cuales algunas tienen propiedades antibacteriales y/o
antifungicas, otras son tdxicas y otras repelen a ciertos animales (Tabla 3). Las
sustancias téxicas y repelentes predominaron en las muestras analizadas, como el
1-etilbutil hidroperdéxido, el 1-metilpentil hidroperdxido y el fenol (Tabla 2). Otra
sustancia que fue predominante en una de las muestras fue el 2,5-
dimetiltetrahidrofurano, sustancia que es utilizada como agente saborizante
(Barroso, 2012). Otra sustancia de interés fue el 2-vinilfurano, que se encontré en
baja proporciéon (4.2%) dentro del aroma floral fétido de Photinia serrulata
(Rosaceae; Zhang et al., 2018). Del resto de las sustancias no se encontraron

propiedades de interés para el presente estudio.
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Tabla 2. Compuestos orgéanicos identificados en el néctar de M. matudae en la localidad
de Tres Picos, Chiapas. Se muestra el nombre del compuesto, su férmula condensada, el
tiempo de retencidn en segundos y el area bajo la curva del compuesto (el pico) con
respecto al total de la muestra, es decir el porcentaje que se encontré del compuesto en
la muestra. Los compuestos con espectros de masas similares que no se lograrpn
diferenciar se sefialan con un asterisco (*). La prueba de SPME no arrojé datos

concluyentes del porcentaje de los compuestos en la muestra, por lo que no se

presentan.
Compuesto Féormula r:izl:c'i)gnd(es) Area %
Néctar diluido + hexano
2,5-dimetiltetrahidrofurano C¢H1,0 122.22 41.53
Fenol C¢HsO 346.77 20.33
1-etilbutil hidroperéxido* C¢H140: 324.72 12.67
3,4-epoxi-2-hexanona* CeH1002 324.72 12.67
3-metil-1,4-pentadien-3-ol CeH10O 337.27 11.75
2-butiltetrahidrofurano CgH;,0 169.92 7.72
2,2,4-trimetilpentano C¢H1,0 139.12 5.99
Néctar puro + hexano
1-etilbutil hidroperdxido CgH 1405 324.46 45.48
1-metilpentil hidroperdxido CeH140: 331.21 31.39
Fenol* C4HsO 346.31 12.58
2-vinilfurano* Ce¢HO 346.31 12.58
5-(2-isopropil-2-propenil)-2(5H)-furanona Ci0H140, 337.31 10.55
Microextraccion en fase sélida (SPME)
Biciclo [2.2.1] hept-5-eno-2-carboxilato de metilo  CyH1,0, 348.66 -
Fenol CyHsO 350.96 -
2-vinilfurano Ce¢HO 351.81 -
2-butiltetrahidrofurano CgH4,O 169.92 -
1-etilbutil hidroperéxido* C¢H1405 324.72 -
3,4-epoxi-2-hexanona* C¢H1002 324.72 -
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Figura 8. Cromatograma de los componentes del néctar de M. matudae con la técnica

de SPME. A. Cromatograma general de todos los compuestos. En el eje X se representa
el tiempo de retencién, es decir el tiempo transcurrido entre la inyeccién de la muestray
la aparicion de la respuesta méaxima, mientras que el eje Y representa la abundancia de
los compuestos. Cada pico representa un compuesto extraido de la muestra de néctar.
B. Identificacidn del compuesto; se presenta la comparacién de las muestras de néctar
con la base de datos de la libreria NIST para identificar el compuesto. TIC: cromatograma
total de iones, que se obtiene al sumar las intensidades de todos los picos que estan en
la muestra, incluyendo el solvente; AIC: cromatograma analitico de iones, que
corresponde al espectro de la muestra sin incluir el solvente. El resto de las gréficas se

muestran en el Anexo |l
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Tabla 3. Propiedades de los compuestos orgénicos identificados en el néctar de M.

matudae en la localidad de Tres Picos, Chiapas.

Compuesto Propiedades Cita
T . . toxico para
1-etilbutil hidroperdxido . D'Armas Regnault, 2015
artrépodos
. - , . toxico para
1-metilpentil hidroperdxido ) D'Armas Regnault, 2015
artrépodos

2-butiltetrahidrofurano = -
presente en aroma

Zh tal., 2018
floral fétido angeta

2-vinilfurano

2,2 ,4-trimetilpentano = =
2,5-dimetiltetrahidrofurano agente saborizante Barroso, 2012
3-metil-1,4-pentadien-3-ol = =

. antibacterial y .
3,4-epoxi-2-hexanona . Vega-Avila et al., 2012
antifingico

5-(2-Isopropil-2-propenil)-2(5H)-
furanona

biciclo [2.2.1] hept-5-eno-2-
carboxilato de metilo

fonol téxico y repelente Adler, 2000; Haglery
eno
para abejas Buchmann, 1993

Visitantes florales e identificacion de polinizadores

Se obtuvo un total de 81 h de observacion directay 768 h por medio de cdmaras
trampa. Durante el dia, las flores de M. matudae fueron visitadas por dos especies
de avispas sociales (Vespidae, Polistinae), Agelaia yepocapa (Fig. 9A) y A.
panamaensis (Fig. 9B), moscas (Muscidae; Fig. 9C), una especie de ardilla (Sciurus
deppei, Sciuridae; Fig. 91) y tres especies de aves, Chlorospingus flavopectus
(Passerellidae; Fig. 9D), Hylocichla mustelina (Turdidae; Fig. 9E) y Catharus

ustulatus (Turdidae; Fig. 9F). Por otra parte, en la noche se registraron las visitas

Verdnica Delgado Ramirez | 42



de una especie de ratén del género Peromyscus (Cricetidae; Fig. 9G) y una
especie de tlacuache endémico de México, Tlacuatzin canescens (Didelphidae;

Fig. 9H).
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Figura 9. Visitantes florales diurnos (A-G) y nocturnos (H-) de M. matudae en la localidad
de Tres Picos, Chiapas. A. avispa, Agelaia yepocapa. B. avispa, Agelaia panamaensis C.
mosca, Muscidae. D. ave, Chlorospingus flavopectus. E. ave, Hylocichla mustelina. F. ave,
Catharus ustulatus. G. ardilla, Sciurus deppei. H. ratén, Peromyscus sp. |. tlacuache,

Tlacuatzin canescens.

La frecuencia de los visitantes diurnos fue mayor que la de los visitantes
nocturnos. Los visitantes diurnos mas frecuentes fueron las avispas, quienes
tuvieron un pico de visitas a las 13:00 h (89 individuos visitantes; Fig. 10A);
posteriormente, de las 14:00 h a las 17:00 h, su actividad disminuyé hasta llegar
a cero (104 individuos visitantes). Las aves comenzaron su actividad a las 5:00 h

(38 individuos visitantes) y se mantuvieron constantes a lo largo del dia (193
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individuos visitantes; Fig. 10A). Las moscas fueron menos frecuentes (21
individuos visitantes) y sélo se registraron ardillas en cuatro ocasiones (9
individuos visitantes). Los ratones fueron los visitantes nocturnos mas frecuentes,
con un pico de visita a las 21:00 h (13 individuos visitantes) y otro méas pequefo a
las 24:00 h (9 individuos visitantes; Fig. 10B). Los tlacuaches fueron menos
frecuentes que los ratones y tuvieron mayor actividad a las 19:00 h (4 individuos

visitantes) y de nuevo a las 2:00 h (6 individuos visitantes; Fig. 10B).

En cuanto al comportamiento de los visitantes florales, se observé que las
avispas aterrizaban en cualquier parte de la flor y se posicionaban boca abajo
hacia la base interna de las bracteas, donde se deposita el néctar, el cual
consumian. La mayoria de las veces tocaron el estigma o los microsporangios con
las patas. Sin embargo, el conteo de polen en los cuerpos de las avispas resulté
ser de cero (n = 11), es decir que no actian como polinizadoras. También se
observé que cuando las avispas consumian mucho néctar, tenian un
comportamiento erratico, no volaban bien y algunas veces se caifan. Las moscas
aterrizaban en cualquier parte de la planta, algunas veces tocaban el estigma o
los microsporangios dehiscentes con polen, pero no se observé que tomaran
néctar ni polen. No se pudieron atrapar moscas para el conteo de carga de polen.

Por otra parte, las aves de la especie Chlorospingus flavopectus, llegaban entre
las 5:00 y las 15:00 h en parvadas de alrededor de 10 individuos y tomaban néctar
tocando con la frente los microsporangios o el estigma de las flores. Las otras dos
especies de aves, Catharus ustulatus e Hylocichla mustelina, llegaban solas, pero
también tomaban néctar y tocaban con la frente los microsporangios dehiscentes
o el estigma receptivo. Los ratones y los tlacuaches también tomaban néctar y
tocaban los érganos sexuales con la frente, con el hocico y con las patas,

transfiriendo el polen de una flor al estigma de diferentes flores. Por dltimo, las
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ardillas no tomaban néctar y rara vez tocaban los verticilos sexuales pero si se
comportaron como florivoros y frugivoros, ya que consumieron parcialmente las
floresy los frutos. Las ardillas removieron el estigma de las flores (que se convierte
en el opérculo de los frutos), dejando al descubierto los évulos o las semillas y

por lo tanto afectando negativamente su desarrollo normal.
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Figura 10. Frecuencia de visitas diurnas (A) y nocturnas (B) a flores de M. matudae a lo

largo del dia en la localidad de Tres Picos, Chiapas.
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Discusion

Este estudio ofrece la primera descripcion de la biologia reproductiva de
Mitrastemon matudae (Mitrastemonaceae, Ericales). Se encontré que las flores
son solitarias, hermafroditas y dicobgamas. A pesar de presentar dicogamia, las
flores de M. matudae pueden autopolinizarse, por lo que esta especie tiene un
sistema de cruza mixto. Las flores de M. matudae producen néctar diluido que
contiene varios compuestos toxicos, repelentes, antibacteriales y antifingicos y
que es consumido por varios tipos de animales como avispas, moscas, aves,

roedores y tlacuaches.

Las flores de M. matudae son solitarias como ocurre en otras familias de
endoparasitas (Apodanthaceae, Croat, 1978; Rafflesiaceae, Meijer, 1997). En
cuanto a los sistemas florales de las plantas endoparasitas sélo se ha reportado
protandria en las especies de la familia Mitrastemonaceae (Matuda, 1947)y se ha
encontrado protoginia en especies de la familia Cytinaceae (De Vega et al., 2009).
En cuanto al sistema de cruza, de acuerdo con la proporcién polen/évulo
propuesta por Cruden (1977) deberia ser por autogamia obligada, lo cual no
ocurrié en la poblacion de M. matudae estudiada. Esto podria deberse a que el
tamano de muestra para conteo de 6vulos y polen fue muy pequefio y no fuera
representativa. El otro método que propone Cruden (1977), que toma en cuenta
caracteristicas florales, indicé que el sistema de cruza es por xenogamia obligada.
Este resultado es congruente con lo observado, puesto que el sinandrio de M.
matudae es completamente cerrado, excepto por un pequefo orificio en la zona
apical del tubo, lo que en teoria separa las funciones sexuales. Sin embargo, en
los tratamientos de polinizacién se formaron semillas por medio de
autopolinizacién manual, natural y por entrecruza, por lo que se concluye que M.

matudae tiene un sistema de cruza mixto. La produccion de semillas fue variable
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en todos los tratamientos de polinizacién, siendo la produccién mas alta por
medio de autopolinizaciéon tanto manual como natural y la menor produccién por
medio de entrecruza manual, por lo que M. matudae tiende a la autopolinizacion.
Esto implica que pueden producir una gran cantidad de semillas sin la ayuda de
vectores que transporten el polen de una flor a otra, sin embargo, si esta es su
principal forma de producir semillas su adecuacién puede verse disminuida a
largo plazo (Charlesworth y Charlesworth, 1987). Esto es similar a lo observado
en la otra especie de la familia, M. yamamotoi. En esa especie también se
formaron semillas en ambos tratamientos de autopolinizacién; los autores
atribuyeron esto a la intrusién de hormigas o a la apomixis, pero no se corroboré
(Suetsugu, 2018). En este estudio, en ninguna flor del tratamiento de apomixis se
formé fruto ni se encontraron semillas, lo que sugiere que la formacién de semillas
se da solamente por la via sexual. Por otra parte, la apomixis es un evento poco
comun en las angiospermas, pues sélo ocurre en alrededor del 2.2% de los
géneros de plantas con flores (Hojsgaard et al., 2014), por lo que es poco
probable que esto ocurra en M. matudae. Sin embargo, hay que tomar en cuenta
que, debido a la pérdida de muestras durante el estudio de campo, el tamafo de
muestra de los tratamientos fue muy pequefio, por lo que es necesario repetir el

experimento para poder concluir con mas certeza.

Entonces, queda la interrogante de cdmo es que las flores se autopolinizan si
aparentemente existe una barrera tanto fisica como temporal entre las funciones
sexuales. Recientemente, nuestro grupo de trabajo encontré evidencias de que
el polen de M. matudae puede germinar dentro de los microsporangios, incluso
antes de la caida del sinandrio (Romero-Gutiérrez, datos no publicados). Es
posible, entonces, que sean los tubos polinicos y no los granos de polen los que

llegan al estigma o a los 6vulos. Sin embargo, para corroborar esta hipétesis es
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necesario realizar estudios que rastreen la ruta de los tubos polinicos hasta llegar

a los dvulos.

Por otra parte, es importante que se hagan estudios genéticos para distinguir
si las flores de las plantas endoparasitas que estdn dentro de un mismo
hospedero son del mismo individuo o de individuos diferentes. Un escenario es
que si en un mismo hospedero hay mas de un individuo de M. matudae, la
transferencia de polen entre flores del mismo parche podria propiciar el
entrecruzamiento y la diversidad genética. Pero otro escenario es que las flores
de M. matudae dentro del mismo hospedero sean de un mismo individuo, lo que
reduciria el nimero de posibles parejas con las cuales cruzarse. La
autopolinizacién puede ayudarlas a mantener su poblacién a corto plazo, pero a
largo plazo puede perjudicar su permanencia por la pérdida de diversidad
genética (Barrett, 1998). Esto, aunado a la pérdida del habitat por el cultivo de
diferentes productos agricolas, podria llevar a la extincién local de esta especie.
Es asi que la presencia de polinizadores que transporten el polen entre flores de
diferentes parches puede ayudar a mantener la diversidad genética, evitando asi

la depresion por endogamia (Barrett, 2002; Charlesworth y Charlesworth, 1987).

En la poblacién estudiada, se observd que las flores de M. matudae invierten
una gran cantidad de recursos para atraer y mantener la constancia de sus
visitantes florales y asi promover la polinizacién cruzada. En el sitio de estudio, M.
matudae produce néctar como principal atractivo de las flores. El néctar tuvo
bajas concentraciones de azlcares (alrededor de 10 °Bx), lo que probablemente
se debe a que durante el periodo en el que se hizo el trabajo de campo llovié
repetidas veces. El néctar se acumula en los dos pares superiores de las bracteas,

que tienen forma de cisterna, por lo que estd expuesto a las condiciones
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ambientales que pueden afectar su concentracién (Corbet et al., 1979). En este
estudio no se midid la produccién de néctar durante la noche, pero en los videos
captados por las cdmaras trampa se observd que los visitantes nocturnos lamian
la zona donde se almacena el néctar, lo que sugiere que las flores si producen
néctar por la noche. Aunque la produccién de néctar disminuyé a las 18:00 h, es
probable que el néctar se reabsorba para volver a ser secretado mas tarde,
cuando comienzan a aumentar las visitas de los polinizadores nocturnos y asi
evitar su consumo por robadores de néctar (Burquez y Corbet, 1991). La
produccién de néctar por periodos prolongados seria muy costosa si la planta
fuera autdtrofa, pero al ser una planta que obtiene todos los nutrientes y el agua

de su hospedero, la produccién de néctar no representa un gasto tan grande.

Ademéas de azlUcares, el néctar de M. matudae contiene una serie de
compuestos antibacteriales, toxicos y repelentes. Los compuestos antibacteriales
se han registrado en el néctar de varias especies de plantas, puesto que evitan
que los microorganismos lo degraden (Brudzynski, 2021; Nicolson y Thornburg,
2007). Otros compuestos, como los fenoles, repelen a ciertos visitantes florales,
como a las abejas (Hagler y Buchmann, 1993), lo cual explica que en este estudio
no se hayan observado abejas visitando las flores de M. matudae. Se ha visto que
estos compuestos repelentes ayudan en la defensa de las flores contra robadores
de néctar o para disminuir las visitas de los visitantes que transportan menos

polen (Baker, 1977; Detzel y Wink, 1993).

Por otro lado, los compuestos tdxicos del néctar pueden alterar el
comportamiento de los visitantes florales, como se ha observado en las orquideas
Epipactis purpurata y E. helleborine, cuyo néctar contiene etanol (Ehlersy Olesen,

1997). Aunque en este Ultimo caso la intoxicacion fue causada por el etanol, se ha
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sugerido que otros compuestos como los alcaloides, derivados del indol, los
morfinanosy los derivados del fenol pueden ocasionar este estado de “ebriedad”,
alterando el comportamiento de los visitantes florales, causando adiccién para
mantener la constancia de los visitantes (Jakubska-Busse et al., 2005). En el
presente trabajo, se observé que después de que las avispas consumieron el
néctar de M. matudae, tuvieron un comportamiento lento y parecian “ebrias”.
Seria interesante analizar si el comportamiento de los visitantes florales mas
grandes, como las aves y los mamiferos, también se ve afectado por los
compuestos que contiene el néctar de M. matudae. Probablemente la alteracién
del comportamiento no perjudique la transferencia de polen entre flores de M.
matudae, ya que el polen es pegajoso y se adhiere al cuerpo de los polinizadores.
Al contrario, podria aumentar el tiempo que los visitantes pasan forrajeando las
flores buscando la recompensa, y asi aumentar la probabilidad de que el polen

llegue al estigma.

La floracién masiva de M. matudae que se da al final del invierno, el color
blanco de sus flores que contrasta con el sustrato cargado de horarasca, y la gran
cantidad de néctar que producen, atrae a una gran cantidad de visitantes florales.
Las flores de M. matudae fueron visitadas por insectos, aves y mamiferos no
voladores. De manera similar, se ha observado que las flores de M. yamamotoi
son visitadas principalmente por insectos (avispas, cucarachas y ortdpteros;
Suetsugu, 2018). Sin embargo, también se ha reportado que aves de la especie
Zosterops japonica consumen el néctar de M. yamamotoi (Matuda, 1947). En la
poblacién de M. matudae estudiada, las tres especies de aves (Chlorospingus
flavopectus, Hylocichla mustelina y Catharus ustulatus)y dos de las tres especies
de mamiferos no voladores (Peromyscus sp.y Tlacuatzin canescens) podrian estar

funcionando como polinizadores. Varios estudios han mostrado que las flores que
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son polinizadas por vertebrados, es decir, animales que por su tamano tienen
mayores requerimientos energéticos, producen mas néctar que las flores que son
polinizadas por animales mas pequefios como los insectos (Cruden et al., 1983).
Las flores de M. matudae producen grandes cantidades de néctar diluido, lo que
apoya la hipdtesis que las aves y los mamiferos podrian ser importantes
polinizadores de esta especie. Un caso similar se da en la endoparéasita de raices
Cytinus visseri. Las flores de esta especie estan al nivel del suelo, emiten
compuestos volatiles como la 3-hexanona que atraen a mamiferos terrestres (e.g.,

ratones y musarafas) los cuales consumen el abundante néctar (Johnson et al.,

2011).

Por otra parte, es probable que las moscas sélo sean visitantes casuales, ya
que no se mostraron interesadas en el polen ni en el néctar. Las ardillas
consumieron las flores y los frutos y si bien es posible que sean dispersoras de las
semillas de M. matudae, ocasionan dafios cuando consumen las flores y los frutos
inmaduros. Ahora bien, en el estudio de Suetsugu (2018) las avispas fueron los
visitantes mas frecuentes y polinizadores de M. yamamotoi, sin embargo en M.
matudae las avispas colectados que visitaron las flores de M. matudae no tenian
granos de polen pegados a sus cuerpos, por lo que es probable que no sean
polinizadores efectivos. En otras especies de plantas que son polinizadas por
avispas, éstas forrajean el néctar y el polen se queda adherido a su cuerpo
mientras caminan por la flor y logran llevar a cabo la polinizacién de manera
exitosa (De Brito et al., 2017; Suetsugu, 2018; Vislobokov y Galinskaya, 2018). Es
por esto que no se descartan por completo como polinizadoras, pero seria
necesario llevar a cabo experimentos con exclusiones de polinizadores para
comprobar silas avispas transportan o no el polen de una flor a otra. No obstante,

las avispas podrian llevar a cabo otras funciones ecoldgicas como la dispersidn
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de semillas. La dispersién de semillas por avispas (vespicoria) no es un mecanismo
de dispersién muy comun, pero en Stemona tuberosa (Stemonaceae) las
principales dispersoras de semillas son avispas de la especie Vespa velutina
(Chen, et al., 2017). Ademas, tres especies del género Trillium (Melanthiaceae)
son dispersadas por Vespula sp. (Zettler et al., 2001). Durante la observacién de
visitantes florales se avistaron avispas visitando los frutos e incluso manipulando

las semillas (obs. pers.).

M. matudae produce una gran cantidad de semillas y lo méas probable es que
estas sean dispersadas por animales. Aun cuando el estigma deja de ser
receptivo, las flores siguen produciendo néctar y siguen atrayendo animales
durante el proceso de fructificacién. Para estudiar la dispersion se podrian hacer
observaciones directas o colocar cdmaras trampa en sitios donde haya frutos
maduros para determinar qué tipos de animales los consumen. Después, se
podrian capturary analizar sus heces para comprobar que se encuentran semillas
viables en su tracto digestivo. Posteriormente, se podria analizar su
comportamiento y los lugares donde anidan, buscar las semillas y asi determinar
la distancia a la que las dispersaron y si el lugar es idéneo para que germinen y
se establezcan (Shivanna, 2014). Para que la germinacién ocurra, la semilla debe
estar en la cercania del hospedero, ya que, como otras plantas endoparasitas, M.
matudae no tiene crecimiento auténomo por la pérdida el epicédtilo. Por
consiguiente, las semillas tienen que ser dispersadas hacia sitios donde puedan
encontrar raices jévenes y no muy profundas de su hospedero especifico
(Quercus sp.). A diferencia de las plantas no parasitas, cuyas semillas necesitan las
condiciones de luz y temperatura éptimas para romper la dormancia e iniciar su
germinacion, se ha estudiado que las plantas parasitas necesitan la presencia de

sefiales quimicas que indiquen que hay un hospedero cerca para que se induzca
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la germinacién (Brun, et al., 2018; Bouwmeester et al., 2021). También se ha
sugerido que las semillas de la familia Mitrastemonaceae, asi como las de otras
plantas parasitas, se asocian con hongos simbiontes que influyen en su
germinacion (Watanabe, 1936a, De Vega et al.,, 2010), aunque aiun no se ha
comprobado. En caso de ser cierto, esto implicaria otro paso mas para poder
establecerse en las raices del hospedero, lo que dificultaria su éxito en la

colonizacién de nuevos hospederos.

Para finalizar, M. matudae, al ser una planta parasita, puede ser percibida como
una especie poco deseable. Sin embargo, aunque todavia falta hacer estudios
que evalten su efecto a largo plazo, en un estudio hecho dentro del equipo de
trabajo se encontré que los individuos de M. matudae prefieren establecerse en
arboles viejos o grandes y su establecimiento no tiene un efecto negativo en el
crecimiento de su hospedero a corto plazo (Rivera-Reyes, datos no publicados).
Lo que sies un hecho, es que M. matudae forma parte de las interacciones bidticas
que son la base del funcionamiento de los ecosistemas. Es por esto que deben
llevarse a cabo acciones para proteger su habitat y con ello proteger las

poblaciones de Mitrastemon matudae.
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Conclusiones

En resumen, la poblacién de M. matudae estudiada posee flores solitarias y
hermafroditas, las cuales presentan un sistema particular de protandria que
separa las funciones sexuales. A pesar de presentar protandria, las flores también
pueden producir semillas mediante autopolinizacién. Es decir, esta especie se
reproduce tanto por autogamia como por xenogamia, por lo que M. matudae
tiene un sistema de cruza mixto que podria garantizar la reproduccién adn cuando
la autogamia genera una pérdida de diversidad genética. Las flores de M.
matudae producen copioso néctar diluido que contiene sustancias con
propiedades antibacteriales, antifingicas, téxicas y repelentes para ciertos
animales. Dada la forma de las flores, el néctar es facil de adquirir por cualquier
tipo de visitante floral. Las flores de M. matudae son visitadas por varios grupos
de animales que consumen su néctar, incluyendo avispas, moscas, aves y
pequefios mamiferos no voladores. Entre los animales que visitan las flores para
consumir el néctar, se consideran potenciales polinizadores a las aves
Chlorospingus flavopectus, Hylocichla mustelina y Catharus ustulatus, a los
ratones del género Peromyscus sp. y al tlacuache Tlacuatzin canescens. Por otro
lado, las ardillas consumen partes de las flores y de los frutos, y no se observé que
los insectos tuvieran granos de polen en sus cuerpos.

Dado que M. matudae es una especie rara, de distribucion limitada, ademas
de que forma parte importante de las interacciones bidticas del bosque de encino
en el que se encuentra, es de gran importancia llevar a cabo acciones para

conservar su habitat y sus poblaciones.
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Anexo |. Resultados de las pruebas estadisticas para determinar el sistema
de cruza

Promedio de semillas por fruto de los tratamientos de polinizacién

Entrecruza Autocruza Autocruza . .
Control Apomixis
manual natural manual
Promedio
semillas por 18,979.44 19,230 20,076.25 27,946.25 0
fruto
Desviacion
estandar 8316.23 11469.82 9422 .36 4692.83 0
(DE)

Comparaciones maltiples de Tukey

Resultados estadisticos de la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Se muestra
el valor zy el valor p. T, Testigo (n = 9); EM, Entrecruza manual (n = 9); AN, Autocruza

natural (n = 4); AM, Autocruza manual (n = 4).

Tratamientos comparados Valor z Valor p
AM-T 100.577 < 1x10*

AN-T 13.131 < 1x10*

EM-T 3.845 0.000639

AN - AM -71.500 < 1x10*

EM - AM -97.419 < 1x10*

EM - AN -10.086 < 1x10*
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Anexo Il. Cromatogramas de los compuestos organicos del néctar
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Pico 5.

1

Peak True - sample "NEMI02:1", peak 5, at 324.725 s
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Pico 7

Peak True - sample "NEMI02:1", peak 7, at 346.775 s
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Pico 1

Peak True - sample "NEMI02:2", peak 1, at 324.465 s
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Pico 4.1

Peak True - sample "NEMI02:2", peak 4, at 346.315 s

1000+ o

500 66

.|
T T

T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
Library Hit - similarity 983, "Phenol"

1000-] o

500 66
39
I A S X | R
T T T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
Caliper - sample "NEMI02:2", 346.315 s to 346.315 s

1000-] o

500 66
47 50 %5 63 [‘ 74 79
T

T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

Pico 4.2

Peak True - sample "NEMI02:2", peak 4, at 346.315 s
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Microextraccion en fase sélida (SPME)
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Pico 2

Peak True - sample "NEMI01:1", peak 1, at 348.66 s
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Peak True - sample "NEMIO1:1", peak 10, at 351.81 s
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Peak True - sample "NEMI02:1", peak 4, at 169.925 s
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Pico 5.1

Peak True - sample "NEMI02:1", peak 5, at 324.725 s

1000+ 43

a1 .
39
85
L 53 .11l L |8 100
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

Library Hit - similarity 842, "Hydroperoxide, 1-ethylbutyl"

500

1000+ 43

41
500

39
73 85
LI 53 1‘1‘ % 1 8 100

T t T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
Caliper - sample "NEMI02:1", 324.725 s to 324.725 s

1000+ 43

500 4
39 57
Ly, sy e ¥

Ly |

89 100
T t t T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

Pico 5.2

Peak True - sample "NEMI02:1", peak 5, at 324.725 s
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