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1. Resumen

La familia Podostemaceae es la mds grande entre las angiospermas acudticas estrictas. Las
caracteristicas mds generales de los sistemas reproductivos de Podostemaceae contintian
siendo un misterio, lo cual se debe en parte a la falta de estudios que involucren experimen-
tacion en campo. Esto limita la comprension de procesos ecolégicos y evolutivos impor-
tantes en la familia. Marathrum Humb. & Bonpl. estd considerado como uno de los géneros
Neotropicales con mayores dificultades taxondémicas. M. rubrum y M. schiedeanum son dos
especies que se distribuyen en la costa del Pacifico Mexicano, presentando una distribucién
simpdtrica en algunos puntos. Ambas especies presentan polimorfismos que pueden dificul-
tar su distincion, por lo que se ha considerado que ambas representan ecotipos de la misma
especie. El presente estudio se enfoca en demostrar si ambas especies son interfértiles y

si tienen la capacidad de desarrollar semillas viables. Con este fin se realizaron una serie

de experimentos de polinizacién manual en distintas poblaciones de Marathrum, con los
cuales también se describen las caracteristicas de los sistemas reproductivos y se presentan
las diferencias entre especies y entre poblaciones.

Se comprobd la ausencia de apomixis en ambas especies, se confirmé la ausencia de bar-
reras de autoincompatibilidad, demostrando la importancia de la autogamia en el género,
asi como el papel que juega la alogamia. También se demostro la ausencia de barreras repro-
ductivas entre las dos especies estudiadas. La fertilidad entre M. rubrum y M. schiedeanum
asociada a la ausencia de barreras interespecificas posibilita el flujo génico entre especies y
la introgresion en las zonas en las que ambas coexisten. Estas caracteristicas apoyan la hip6-
tesis de que la diferenciacién morfoldgica entre estas especies podria estar determinada por
fenémenos de plasticidad fenotipica asociados a las diferencias ambientales presentes en los
rios en donde habitan. Aunque es necesario llevar a cabo estudios genéticos para determinar
si M. rubrumy M. schiedeanum pueden ser considerados ecotipos, los resultados obtenidos
constituyen un gran avance en el conocimiento de las caracteristicas reproductivas del gé-
nero Marathrum, principalmente en lo correspondiente a la existencia de barreras reproduc-

tivas interespecificas.
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Abstract

Podostemaceae is the largest family among strictly aquatic angiosperms. Even the most
general characteristics of the reproductive systems in this family remain a mystery, which

is in part consequence of the lack of studies that involve in situ experiments. This lack of
knowledge limits our understanding of ecological and evolutionary processes among Po-
dostemaceae. Marathrum Humb. & Bonpl. is a Neotropical genera with huge taxonomic
difficulties. M. rubrum and M. schiedeanum are two species which are distributed in the
lowlands of the Mexican Pacific coast, showing sympatric distribution at some locations.
Both species show marked polymorphisms that may difficult their distinction, which has
make scientists consider that they could very well represent ecotypes of the same species.
This study is focused in demonstrate if these two species are cross compatible and if they are
capable of developing viable hybrid seeds. A series of experiments involving manual pollina-
tions were realized in Marathrum populations. These experiments also help to understand
the nature of the reproductive systems in these plants, emphasizing the differences between
populations and species. The present study shows that apomixis is absent in both Marath-
rum species; it also confirms the absence of self incompatibility barriers, demonstrating the
importance of autogamy in and the relevance of allogamy. The results also prove the lack of
reproductive barriers between the two species considered. The reproductive compatibility
between M. rubrum and M. schiedeanum opens the possibility for gene flow and introgres-
sion in sympatric zones of these species’ distribution. All these characteristics support the
hypothesis that the morphologic differentiation in the two Marathrum species could well
be determined by phenotypic plasticity associated to the environment where each species
inhabit. Determining if M. rubrum and M. schiedeanum are distinct taxonomic species or
just ecotypes requires a genetic approach, but the results showed herein constitute a great
advance in the knowledge of the reproductive characteristics in the genera, mainly in the

subject of reproductive barriers between and within species.
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2. Introduccion

La familia Podostemaceae Rich. Ex C. Agardth se distribuye en las zonas tropicales del
mundo en un habitat bastante inusual, ya que crecen adheridas al sustrato rocoso de rios
oligotréficos de corriente rdpida y caidas de agua. Son las macrofitas dominantes en los
sistemas l6ticos donde se distribuyen, por lo que son fundamentales para la formacién de
nichos que aprovechan otras especies animales y vegetales, ademas son consideradas in-
dicadoras de ambientes no contaminados. Los sistemas reproductivos son de los puntos
menos abordados en los estudios en Podostemaceae y el conocimiento que se tiene al
respecto es, en general, de caracter observacional. Esto limita la comprensién de procesos
ecoldgicos y evolutivos que pudieran estar actuando en las poblaciones de Podostemaceae.
Marathrum Humb. & Bonpl. estd considerado como uno de los géneros de distribucion
neotropical con mayores dificultades taxonémicas por problemas de delimitacion genéricay
subgenérica. La variacién morfolédgica entre poblaciones de Marathrum es sumamente alta;
no obstante, la delimitacion de algunas especies estd basada en caracteres morfoldgicos alta-
mente variables. Marathrum rubrum Novelo & Philbrick es un claro ejemplo de este criterio
de delimitacion especifica. Marathrum rubrum y M. schiedeanum (Cham.) Tul. son especies
que se encuentran diferenciadas exclusivamente por caracteres morfoldgicos de sus hojas.
La ocurrencia de altos niveles de variacion en los caracteres que definen estas especies ha
generado dudas con respecto a su situacién taxondmica, y se ha planteado la posibilidad de
que ambas pudieran verse como ecotipos de una misma especie. Es en este contexto donde
surge la pregunta de si ambas especies son reproductivamente compatibles, como una pri-
mera aproximacion para la resolucion del problema de si M. rubrum y M. schiedeanum son
una misma especie. Para tratar de responder a esta interrogante, se realizaron una serie de
polinizaciones manuales entre las dos especies, en condiciones de campo, para establecer la
ausencia de barreras reproductivas interespecificas y la posible formacion de semillas hibri-
das viables. También se realizaron polinizaciones manuales con el fin de comprender mejor
el funcionamiento de los sistemas reproductivos de ambas especies, realizando pruebas que

ayudaran a entender el papel que juega la alogamia y la autogamia en poblaciones naturales
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de Marathrum. Todo esto se realizé de forma que se pudieran comparar las caracteristicas
reproductivas de ambas especies y de distintas poblaciones de la misma especie. También
se realizaron observaciones sobre la fenologia floral, la produccién de semillas, el desarrollo
de los frutos y el comportamiento germinativo de ambas especies. El presente estudio con-
stituye un gran avance en la comprension de los sistemas reproductivos y en la naturaleza de

las barreras reproductivas de Marathrum y de Podostemaceae en general.
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3. Antecedentes

3.1 Biologia reproductiva de las angiospermas:
Implicaciones en el origen y la diversificacion del grupo

Las angiospermas forman el grupo de plantas mds grande y diverso, con mas de 250,000
representantes actuales (Crane ef al., 1995). Las caracteristicas reproductivas de las plantas
con flores representan una innovacién en el mundo natural y son responsables tanto de la
aparicién, como de la muy acelerada tasa de diversificacion del grupo (Friedman, 2009). La
subita aparicion y diversificacion de las angiospermas conforman el “abominable misterio”
planteado por Charles Darwin a J. D. Hooker en 1879 (Darwin y Seward, 1903); el cual,
mds que centrarse estrictamente en el problema del origen de las angiospermas, denota la
frustracion del autor por entender un modelo de evolucién acelerada que pone a prueba su

principal teorfa, consistente en cambios graduales y continuos (Darwin, 1859).

Aunque el debate sobre las causas del subito origen y la acelerada radiacién de las angios-
permas sigue en pie (Frohlich y Parker, 2000), no hay duda con respecto a que existe una
serie de innovaciones de caracter reproductivo que ha contribuido fuertemente con estos
fenémenos. Dentro de las autapomorfias mds importantes se pueden mencionar el surgi-
miento del carpelo que mantiene encerrados a los 6vulos, el desarrollo de la sifonogamia, la
formacion de la flor y la doble fecundacién con formacién de endospermo (Gorelick, 2001;
Raghavan, 2003). Algunos de estos factores han permitido el desarrollo de sistemas de se-
leccién natural que promueven el entrecruzamiento, pero también han sido fundamentales
en el surgimiento de relaciones ecolégicas que han derivado en escenarios coevolutivos muy
importantes, como es el caso de la polinizacién (Thompson, 1994; Aigner, 2006). Todas
estas caracteristicas son, en parte, responsables del gran éxito que las plantas con flores han
mantenido desde su origen hace ciento veinticinco millones de afios (Sun et al., 2002), pero
en conjunto evidencian una capacidad de adaptabilidad superior a la encontrada en cual-
quier otro grupo de plantas. Las consecuencias de esta adaptabilidad se ven reflejadas en la
rapida radiacion, la riqueza especifica y el éxito ecoldgico del que gozan las angiospermas

(Crepet y Niklas, 2009).
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3.2. Sistemas reproductivos

Las plantas vasculares presentan una gran variedad de historias de vida, formas de crecimiento
y especializaciones fisioldgicas, pero también una asombrosa variedad de formas de repro-
duccién determinadas por diferencias estructurales, fisioldgicas y ecoldgicas (Holsinger,
2000). Esta diversidad de sistemas reproductivos esta bien representada en las angiosper-
mas, donde se pueden encontrar grupos con mecanismos que promueven tanto la fecun-
dacién cruzada obligada como la autogamia y la reproduccién asexual (Grant, 1989). Los
sistemas reproductivos tienen consecuencias directas sobre la estructura genética de las
especies, que se puede resumir como la identidad y frecuencia de genotipos al interior de
una poblacioén, y la distribucién de estos mismos genotipos entre poblaciones. La estructura
genética depende directamente de los patrones de intercambio genético entre individuos y

entre poblaciones, y por lo tanto de las caracteristicas reproductivas (Schoen y Brown, 1991).

El control de la reproduccién en plantas se lleva a cabo mediante varias estrategias. Estas
van desde la diferenciacion sexual y la formacion de poblaciones dioicas, hasta la separacion
espacial o temporal de los 6rganos sexuales en individuos hermafroditas que requieren de
fecundacién por via alégama (Liedl y Anderson, 1993). En general, las plantas utilizan va-
rios mecanismos en conjunto para garantizar que la fecundacién se lleve a cabo de la forma

mas adecuada.

Las formas de reproduccién en angiospermas pueden dividirse en tres grandes grupos de
acuerdo con los mecanismos que siguen los individuos para propagar su material genético, y
ala relacion genética que existe entre los progenitores y sus descendientes: la reproduccién

por autogamia, la reproduccion por alogamia y la reproduccion asexual.

3.2.1 Autogamia

La autogamia, o autofecundacion, es la fusion de los gametos masculinos y femeninos
provenientes de una fuente genéticamente idéntica, que puede ser el mismo individuo o un
clon. Este sistema reproductivo prevalece en condiciones en las que no se puede asegurar la
entrecruza, como en poblaciones de especies pioneras o fundadoras, o en ambientes en los
que son escasos los vectores de polinizacién (Liedl y Anderson, 1993).
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Las especies que presentan sistemas autégamos tienen tamafnios de poblacion efectivos
pequenos y variables, altos niveles de homocigosis, y un bajo namero de alelos y loci poli-
mérficos (Holsinger, 2000). La alta frecuencia de homocigosis puede reducir la adecuacién
individual al interior de las poblaciones debido a la expresion de genes deletéreos que se en-

cuentran en forma recesiva al interior de los genomas (Charlesworth y Charlesworth, 1987).

A pesar de sus aparentes desventajas, existen varios factores que pueden llevar a reconside-
rar la forma en la que se entienden los sistemas reproductivos autégamos. En primer lugar,
las poblaciones autégamas se encuentran “purgadas” de la carga de alelos recesivos como
consecuencia de numerosas rondas de accidn selectiva. Esto explica el por qué no todas

las especies autégamas sufren de depresion por endogamia en niveles comparables a los de
especies no autégamas con tamafios efectivos similares (Kalisz, 1989; Wright, 1977), y tam-
bién el por qué no existe una continuidad en los sistemas reproductivos con respecto al nivel
de entrecruza (las especies se encuentran adaptadas a la alogamia o a la autogamia, pero no
a puntos intermedios) (Schemske y Lande, 1985). La seleccién natural rdpidamente elimina
los alelos deletéreos de las poblaciones autégamas, haciendo que éstas estén mejor adapta-
das a la homocigosis que sus contrapartes con sistemas alégamos (Gillespie, 2004; Lande y
Schemske, 1985). En segundo lugar, la baja tasa de intercambio de alelos entre poblaciones
provoca una alta estructuracién y diferenciacién genética (Schoen y Brown, 1991). Esta
estructuracion, aunada a posibles procesos de seleccion diferencial entre poblaciones, hace
que las especies autégamas mantengan niveles de variacion inter poblacional importantes.
Esto las capacita para responder a cambios ambientales de forma similar a las especies al6ga-
mas, por lo que no deben ser consideradas “callejones sin salida” que frenan la accion de las

fuerzas evolutivas (Stebbins, 1957).

3.2.2. Alogamia

La alogamia, o fecundacidn cruzada, es la via por la cual se da la fusién de gametos masculi-
nos y femeninos provenientes de distintos individuos. Los sistemas reproductivos alégamos
presentan caracteristicas genéticas distintas a las de los sistemas autégamos. Se promueve

la heterocigosis, la presencia de alelos deletéreos en las poblaciones (ya que al ser recesi-
vos no afectan la adecuacién de los individuos en su forma heteréciga), y la generacién de
multiples genotipos capaces de adaptarse a ambientes cambiantes (Crumpacker, 1967). El
entrecruzamiento promueve la diversidad genética dentro de las poblaciones por medio de

la recombinacién (Schemske y Lande, 1985).
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Los sistemas al6gamos garantizan la entrecruza mediante varios tipos de barreras repro-
ductivas, o sistemas de autoincompatibilidad, que impiden la interaccién de los gametos
masculinos y femeninos de un mismo individuo, asi como también mediante vectores de
dispersion del polen. Ambos sistemas son importantes y es comun que una misma pobla-

cién evite la autogamia por la accién conjunta de éstos (Liedl y Anderson, 1993).

La polinizacién es el vector encargado de separar los gametos de un mismo individuo y
garantizar la entrecruza. La polinizacion se puede dar a través de medios biéticos o abidti-
cos (Pellmyr, 2002; Shivanna, 2003), garantizando distintos niveles de especificidad en el
destino del polen. Las asociaciones bidticas entre las plantas y sus polinizadores son de gran
importancia a nivel ecolégico y evolutivo. Muchos autores consideran que el éxito de las
angiospermas se encuentra directamente relacionado con el establecimiento de relaciones

coevolutivas con sus polinizadores (Gorelick, 2001).

La principal desventaja de la alogamia (y de la reproduccién sexual en general) es que se
necesitan dos individuos para que el sistema funcione, lo que puede ser desventajoso en
poblaciones con bajas densidades. En respuesta a esto, muchos sistemas alégamos presentan
cierto grado de plasticidad que permite la ocurrencia de autogamia en cuellos de botella

y otras situaciones donde no se puede garantizar la entrecruza (Stebbins, 1957). De no
presentarse esta capacidad, las poblaciones al6gamas estarian destinadas a extinguirse al
rebasar un tamano minimo poblacional. Otra desventaja de los sistemas con entrecruza es
que mantienen un cierto numero de alelos deletéreos recesivos en las poblaciones, por lo
que un decremento en el tamano poblacional puede desencadenar eventos de depresion por

endogamia (Gillespie, 2004).

3.2.3. Reproduccion asexual

La reproduccion asexual en plantas es un evento comun. Esta forma de reproduccién no
involucra procesos meidticos ni de singamia e implica la produccién de nuevos individuos a
partir de tejidos somaticos, pudiendo estar o no en relacién con los érganos reproductivos
(Mogie, 1992). La reproduccién asexual obligada en plantas es muchas veces consecuencia

de la formacién de hibridos poliploides incapaces de reproducirse por via sexual (Stebbins, 1950).
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Las poblaciones en las que la reproduccién asexual es el inico método de propagacién pre-
sentan una serie de caracteristicas genéticas especificas. El intercambio de genes entre lineas
de reproduccién asexual es nulo y la variacién en una misma linea es producto exclusivo de
la mutacién somatica, lo que eleva la proporcién de heterocigotos en las poblaciones, aun
cuando la cantidad de alelos polimérficos sea sumamente baja (Grant, 1989). La estructura
genética de las poblaciones asexuales es similar a la de las poblaciones autégamas; sin em-
bargo, la homocigosis al interior de las poblaciones no suele ser un problema en poblaciones

de reproduccién asexual.

La reproduccién asexual se da por dos vias principales: la reproducciéon vegetativa y me-
diante la produccion de semillas o esporas con una composicién genética idéntica ala

planta madre, proceso conocido como agamospermia (Holsinger, 2000).

3.2.3.1. Reproduccion vegetativa

La reproduccién vegetativa consiste en la fragmentacion del cuerpo de la planta y en la pos-
terior regeneracion de los fragmentos a partir de yemas. En este tipo de reproduccién, una

estructura vegetativa da lugar a otra, y no requiere de la formacion de semillas o esporas.

Existen varias estructuras vegetales especializadas en la reproduccion vegetativa: estolones,
rizomas, bulbos, cormos, tubérculos, yemas y, en general, cualquier estructura que manten-

ga células meristemadticas no comprometidas.

La reproduccién vegetativa es de gran importancia en las plantas acudticas. Las estructuras
mediante las cuales se da este proceso son similares a las presentes en plantas terrestres, pero
la frecuencia con la cual ocurre es mucho mayor. La razén por la cual se da este fendmeno

no esta totalmente comprendida (Barret et al., 1993).

3.2.3.2. Agamospermia

La agamospermia se refiere al desarrollo de semillas o esporas sin fecundacion. Las semillas
producidas por este mecanismo no pasan por eventos meiéticos y no requieren de singamia
para su desarrollo (Raghavan, 1997). El proceso por el cual generalmente se lleva a cabo la

agamospermia se conoce con el nombre de apomixis.

31



Aunque el término apomixis fue originalmente utilizado para denominar todo evento de
reproduccion asexual, en la actualidad hace referencia al evento de reproduccion asexual
que se lleva a cabo en el 6vulo y que culmina con la produccién de semillas (Koltunow et al.,
2002). El proceso de apomixis imita los pasos de la reproduccién sexual, pero genera sacos
embrionarios no reducidos y culmina con la produccién de un embrién genéticamente

idéntico a la planta madre.

La apomixis puede clasificarse de forma muy general en apomixis obligada y apomixis
facultativa. La primera hace referencia a sistemas en los que toda la descendencia se produce
por esta via y, por lo tanto, comparte el genotipo de la planta madre. En el caso de la apo-
mixis facultativa, la descendencia es en parte producida por apomixis y en parte producto
de reproduccién sexual (Raghavan, 1997). Existen muchas clasificaciones para los distintos
tipos de procesos apomicticos dependiendo de la fase en la que se inicia la diferenciacién
celular o del conjunto de pasos necesarios para desarrollar un embrién. Estas clasificaciones
rebasan el objetivo del presente estudio, pero pueden consultarse los trabajos de Koltunow

(1993) y Koltunow et al. (1995, 2002) para obtener mayor informacién al respecto.

La agamospermia también puede ser consecuencia de un proceso conocido como embrio-
génesis somdtica, el cual, como su nombre lo indica, se refiere a la produccion de embriones
a partir de células no sexuales. En este caso, la embriogénesis se da a partir de tejidos que
presentan actividad meristematica, ya sea mediante la formacién de un tejido indiferenciado
conocido como callo, o de forma directa a partir de una célula desdiferenciada que se ha
tornado meristemética (Conger et al., 1987). La embriogénesis somatica puede distinguirse
de la apomixis porque: (1) el embrién apomictico se desarrolla en una célula diferenciada,
mientras que el embrion somatico se genera a partir de tejido meristematico totipotencial;
(2) el embrién apomictico se desarrolla a partir de una célula gametofitica necesariamente;
y (3) el patrén de embriogénesis en la apomixis es précticamente idéntico al proceso deri-

vado de la reproduccién sexual, mientras que la embriogénesis somadtica presenta algunas

diferencias, como la ausencia de cigoto (Koltunow, 1993).

3.3. Barreras reproductivas

Las plantas poseen barreras reproductivas que limitan las posibles vias de fecundacién den-
tro y entre especies. Las barreras de reproduccion intraespecificas, mejor conocidas como

sistemas de autoincompatibilidad, promueven la entrecruza de individuos de la misma
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especie, mientras que las barreras interespecificas mantienen la identidad genética de las
especies, limitando el flujo génico entre individuos de distintos linajes evolutivos (Liedl y
Anderson, 1993). En este estudio se hablara especificamente de las barreras utilizadas para

impedir el flujo génico entre especies y la consecuente producciéon de hibridos.

3.3.1. Naturaleza de las barreras reproductivas

Las barreras reproductivas se clasifican de acuerdo a su relacién temporal con el proceso de
la fecundacién. Los mecanismos que impiden la fecundacién se conocen con el nombre de
barreras precigoticas, mientras que las barreras que afectan el desarrollo y viabilidad de los

cigotos se conocen con el nombre de barreras postcigéticas (Riesberg y Carney, 1998).

3.3.1.1. Barreras precigoticas

Los mecanismos que impiden la fecundacién pueden ser de origen espacial, temporal, eto-
16gico (en el caso de los polinizadores), fisioldgico y genético. Los tres primeros estén rela-
cionados con procesos ecoldgicos como la polinizacion, la fenologia floral y la distribucién
o el habitat de las especies. Estos mecanismos limitan la llegada del polen de una especie

al estigma de otra (Campbell et al., 1997; Emms y Arnold, 1997; Nagy, 1997a, 1997b). Los
ultimos dos mecanismos se relacionan con procesos bioquimicos que se llevan a cabo una
vez que el polen ha arribado al estigma y afectan procesos como la adhesién e hidratacion

del polen, o la germinacién y el crecimiento del tubo polinico (Barret, 1998).

Los mecanismos genéticos de reconocimiento pueden considerarse como una extensiéon de
los sistemas de autoincompatibilidad (Raghavan, 1997; Barrett, 1998; de Nettancourt, 2001;
Cruz-Garcia y McClure, 2001) o estar relacionadas con una no-correspondencia genética o

incongruencia (Hogenboom, 1975; de Nettancourt, 2001).

Otro evento precigoético que lleva a una fecundacién no azarosa con respecto al genotipo
del polen es la competencia entre granos de polen. La competencia entre gametos no sélo
previene la hibridacién, sino que promueve la entrecruza y permite que se seleccionen los
organismos mds vigorosos en dos etapas independientes del ciclo de vida: durante la fase
gametofitica y durante la fase esporofitica (Riesberg y Carney, 1998).
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3.3.1.2 Barreras postcigodticas

Elhecho de que pueda existir un evento de fecundacion entre individuos de dos especies
distintas no garantiza la formacién de individuos hibridos vigorosos y viables; de hecho,

ni siquiera garantiza la formacién de embriones hibridos. Dentro de los eventos que pue-
den presentarse como una barrera postcigotica se encuentran la debilidad o inviabilidad

de los hibridos, la esterilidad, y un fenémeno conocido como colapso hibrido en el cual la
inviabilidad o esterilidad no se presenta sino hasta la segunda generacion (Gillet, 1972). Sin
embargo, la presencia de inviabilidad o esterilidad puede ser sumamente variable, porlo que

este tipo de barreras no siempre son completamente eficientes (Stebbins, 1957).

Estos fenomenos pueden deberse a rearreglos cromosémicos, originados por una falta de
correspondencia entre los cariotipos de las especies hibridizantes. Chandler et al. (1986)

y Tadmor et al. (1987) realizaron estudios en los que comprueban que la inviabilidad del
polen en plantas hibridas esta directamente relacionada con la presencia de translocaciones
cromosomicas en las mismas. Estudios mds recientes han demostrado que algunas especies
presentan una barrera genémica contra la introgresion; esta barrera estd asociada a las dife-

rencias de la estructura cromosémica presentes entre especies (Riesberg, et al., 1996).

La inviabilidad o esterilidad de los hibridos también puede ser consecuencia de alteraciones
a nivel genético. Dobzhansky (1937) planted que los genes de distintas especies podrian
interactuar en formas negativas. Esto se ha reinterpretado como la falta de correspondencia
entre los genes de una especie y el trasfondo genético de la otra, o una mala adaptacién a
los alelos de la otra especie, lo cual pude ser considerado como una extension del fenémeno
de incongruencia (Hermsen y Sawicka, 1979). Esta falta de correspondencia genética se
puede interpretar como la accién antagénica de un gen -modelo estindar- que promueva la
inviabilidad o esterilidad, o como la accién acumulativa de una serie de alelos antagénicos
-modelo poligénico- (Riesberg y Carney, 1998). La mayoria de los estudios realizados hasta
la fecha se han enfocado en corroborar el modelo estdndar; sin embargo, es bastante mds
probable que este tipo de barrera reproductiva sea consecuencia de la accién o inaccién de
varios genes (Li et al., 1997).
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3.3.2. Formacion de hibridos

Aun con la ocurrencia de barreras reproductivas limitando el flujo génico entre distintas
especies de plantas, la ocurrencia de hibridos en la naturaleza no es poco comun (Levin,
1979) y constituye un mecanismo importante en la evolucién de muchos grupos de plantas
(Carney et al., 1996; Howard, 1999). En especies taxondmicamente cercanas con distribu-
cién simpdtrica o parapatrica es ficil encontrar zonas hibridas que pueden estar controladas
por seleccién exdgena (dependiente del ambiente), o enddgena (dependiente de las barre-

ras reproductivas) (Emms y Arnold, 1997).

Se han propuesto varios modelos para explicar la prevalencia de estas zonas hibridas (Cam-
pbell et al., 1997). El modelo de la desventaja de los hibridos propone que estas clinas repre-
sentan el balance entre la seleccion favoreciendo a los morfos parentales, sin tomar en cuen-
ta el ambiente, y teniendo en cuenta el flujo génico entre éstos. El modelo de clina ambiental
propone que la seleccién natural favorece a los alelos de los dos morfos de forma diferencial
en ambos extremos del gradiente, manteniendo la gradacién de hibridos por selecciéon y
flujo génico. El modelo de la ventaja del hibrido propone la existencia de un ecotono en el
rango de distribucion, donde los hibridos presentan una mayor adecuacion que los morfos
parentales. El modelo de difusion neutral propone la mezcla de alelos neutros después del
contacto inicial de los morfos parentales. Por ultimo, el modelo de oleaje propone que uno
de los morfos parentales tiene una ventaja selectiva sobre el otro y su rango de distribucién

esta en constante avance.

Otro fendmeno que comtinmente se desprende de la interfertilidad heteroespecifica es el
vigor hibrido o heterosis. Este fendmeno consiste en una elevaciéon dréstica de la adecua-
cién de la primera generacién de hibridos con respecto a las especies parentales, y es comtn
en especies cercanamente relacionadas (Grant, 1989). Una escala méds amplia de actividad
enzimdtica, asi como una versatilidad bioquimica elevada, generadas a partir de modelos
genéticos basados en dominancia, sobredominancia y epistasis, podrian ser factores que ex-
pliquen este fenémeno (Mitchell-Olds, 1995). El principal problema con la heterosis es que
el vigor que ésta confiere a los organismos puede perderse rapidamente debido a problemas

de infertilidad o a una dilucién de las propiedades ventajosas en generaciones sexuales sub-
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secuentes. Una forma para mantener las propiedades benéficas de la heterosis es la alopo-
liploidia (Grant, 1989). Por este medio se pueden mantener poblaciones hibridas estables,

haciendo del vigor hibrido un evento de consecuencias evolutivas importantes.

3.4. Las angiospermas acuaticas

Aproximadamente el 2% de las angiospermas ha reconquistado el agua después de conquis-
tar la tierra (Cook, 1996). Las angiospermas acudticas se han establecido en sistemas l6ticos
(rios y arroyos) y 1énticos (lagos, lagunas y esteros); se han adaptado a la vida en ambientes
de agua dulce, salobre y salina; y se encuentran distribuidas en todas las zonas climdticas del
mundo, adaptindose incluso a hébitats de condiciones extremas (Sculthorpe, 1967). La re-
conquista del ambiente acudtico ha generado una gran diversidad de formas de vida: desde
aquellas que mantienen la mayoria de las estructuras y procesos de sus parientes terrestres, has-
ta las que presentan fuertes adaptaciones al ambiente acuatico (Cook, 1996; Philbrick y Les,
1996). Esta diversidad ha dificultado incluso la definicién de “plantas acuaticas” (Sculthorpe,
1967; Hutchinson, 1975).

Existen caracteristicas comunes a la mayoria de las plantas acudticas que son importantes
para la comprension de los procesos ecoldgicos y evolutivos que ocurren en sus poblaciones
(Ver Tabla 1). Entre estas caracteristicas destacan: un alto grado de convergencias morfolé-
gicas entre grupos -consecuencia de las adaptaciones necesarias para la vida acudtica-; una
tendencia generalizada a la reduccion de estructuras vegetativas y reproductivas; y un eleva-
do polimorfismo dentro y entre poblaciones. Estas mismas caracteristicas son responsables
de que la clasificacién de los grupos de plantas acuaticas sea un problema considerable para

los taxénomos (Barrett et al., 1993).

La variedad de formas de vida en las angiospermas acuaticas, y en las hidrofitas vasculares
en general, fue descrita en detalle por Sculthorpe (1967). Esta clasificacion hace énfasis en la
relacion de las plantas con el sustrato, con el nivel del agua y con la relacion entre las es-
tructuras vegetativas y reproductivas con el ambiente aéreo. De esta forma, distingue entre
formas de vida adheridas al sustrato y plantas que se encuentran en flotacién libre; pero
también, entre las plantas con estructuras aéreas y sumergidas, y entre algunas que tienen

modificaciones morfolégicas del cuerpo vegetativo.
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Tabla 1. Caracteristicas distintivas de las poblaciones de plantas acuaticas
y sus potenciales consecuencias evolutivas. Tomado de Barret et al,, (1993)

Caracteristica Ocurrencia Consecuencias evolutivas

Protege genotipos contra hetero-
Alta plasticidad fenotipica Mayoria de los grupos geneidad ambiental y reduce la
intensidad de la seleccion

. . Puede formar poblaciones gené-
Especies perennes, especialmente

Propagacion clonal prolifica ticamente uniformes y reducir el

sumergidas y flotantes . . ..
gicasy riesgo de mortalidad genotipica
» o Especies clonales, aquellas de Limita la recombinacién y reduce la
Reproduccion sexual limitada . o . . .
origen hibrido diversidad genética
» Especies anuales en habitats en Permite la radiacion a nuevos
Reproduccién precoz . , .
hébitats efimeros ambientes
El flujo génico por polen se limita a
Polinizacién hidroéfila Muchas especies sumergidas 108 porp
fuentes de agua
Proveé oportudidades para disper-
Esporas dispersadas por agua Muchos grupos P P P

siénlocal y a larga distancia

El alto polimorfismo caracteristico de las plantas acudticas podria estar asociado a una gran
incidencia de diferenciacién ecotipica (Sculthorpe, 1967; Barrett et al., 1993). Esto quiere
decir que las diferencias presentes entre dos poblaciones de plantas acuaticas podrian no tener
una base genética, sino mas bien estar definidas con base en diferencias ambientales. Barrett
et al. (1993) recomiendan la realizacién de estudios genéticos y ecolégicos para determinar

la naturaleza de las adaptaciones en poblaciones de plantas acudticas.

3.5. Caracteristicas generales de la familia Podostemaceae

La familia Podostemaceae Rich Ex C Agardth (Magnoliopsida) es considerada la mas
grande y diversa dentro de las angiospermas acuiticas estrictas (Philbrick y Novelo, 1995)
con cerca de 280 especies distribuidas en 49 géneros (Cook, 1996). Estas plantas crecen
adheridas al sustrato rocoso de rios rapidos y cascadas en zonas tropicales de todo el mundo
(Philbrick y Novelo, 2004). Se encuentran en el este de Asia, el noreste de Australia, Nue-
va Guinea, Africa central, Madagascar y América (Cook, 1996). El ciclo de vida de estas
plantas tiene correspondencia con la estacionalidad de los rios en los que se desarrollan; el
mayor crecimiento vegetativo se da durante la época de lluvias, y una vez que el nivel de los
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rios empieza a decrecer inicia el desarrollo de estructuras reproductivas, las cuales necesitan
de un ambiente seco para desarrollarse (Philbrick y Novelo, 1995). Las caracteristicas eco-
légicas, morfoldgicas y los patrones evolutivos presentes en esta familia contrastan de forma
significativa con los demas grupos de angiospermas; sin embargo, los estudios en la familia

no son abundantes y gran parte de su biologfa contintia siendo un misterio.

3.5.1 Taxonomia de Podostemaceae

Las especies de este grupo presentan fuertes modificaciones anatémicas, morfoldgicas,
fisiolégicas y ecoldgicas con respecto a otras angiospermas. Estas modificaciones pueden
entenderse como adaptaciones al habitat peculiar de estas plantas, y han representado un
gran reto para el trabajo taxonémico (Les et al., 1997). Tanto la posicién de Podostemaceae
al interior de las angiospermas (APG, 2003), como el ordenamiento interno del grupo, han
sido frecuentes objetos de discusion; y las modificaciones y re conceptualizaciones taxond-
micas -desde la definicién de subfamilias hasta la de especies- no son poco comunes (Phil-

brick y Novelo, 2004).

La ubicacién taxondémica de Podostemaceae estuvo en debate durante mucho tiempo. La
falta de acuerdos taxondmicos y la poca comprension de la morfologia de la familia, llevaron
a muchos autores a considerar este grupo como un Orden (Podostemales) (Dahlgren, 1980;
Takhtajan, 1980) o como una Clase distinta dentro de las angiospermas (Podostemopsida)
(Cusset y Cusset, 1988). Finalmente se recurrié a la utilizacién de diversos marcadores
moleculares (Soltis et al., 1999; Soltis et al., 2000; Kita y Kato, 2001), con lo cual se reunié
suficiente evidencia para ubicarla en el clado de las Malpighiales, junto con Malpighiaceae,
Turneraceae, Passifloraceae, Salicaceae, Euphorbiaceae, Violaceae, Linaceae, Chrysobalana-
ceae, Trigoniaceae, Humiriaceae, y Ochnaceae. Dicho clado estd dentro del grupo denomi-

nado Eurésidas I (APG, 2003).

Engler (1930) dividi6 a la familia en tres subfamilias: Podostemoideae, Tristichoideae y We-
dellinoideae. Posteriormente van Royen (1951, 1953) la dividié s6lo en Podostemoideae y

Tristichoideae. Sin embargo, estudios recientes (Jager-Ziirn, 1997; Rutishauser, 1997; Kita y
Kato, 2001) apoyan la divisién originalmente propuesta por Engler, en la cual se reconoce la

tercer subfamilia Wedellinoideae (Rutishauser, 1997), siendo esta tltima un grupo hermano
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de Podostemoideae (Kita y Kato, 2001). Podostemoideae es la subfamilia mas grande con
42 géneros y alrededor de 270 especies; Tristichoideae agrupa cinco géneros y diez especies;
mientras que Wedellinoideae es monotipica con Wedellina squamulosa como tnica repre-

sentante (Cook, 1996).

3.5.2. Morfologia caracteristica de la familia

Estas plantas presentan caracteristicas morfolégicas muy peculiares que hacen dificil su
comparacién con cualquier otro grupo de plantas vasculares. Esto se debe ala falta de
correspondencia aparente entre los elementos estructurales basicos -raiz, tallo y hoja- en
relacion con otros grupos de angiospermas, lo que ha llevado a algunos autores a referirse a
la morfologfa del grupo como confusa (Rutishauser, 1995, 1997). El cuerpo vegetativo de las
podostemadceas se presenta como una estructura “taloide” dorsiventralmente aplanada que
incorpora raices, tallo y hojas (Sculthorpe, 1967). Esto hace que su morfologfa se apegue

mas a la de algas y briofitas que a otras plantas vasculares.

Los conflictos para interpretar el origen de estructuras a todo nivel contintan, atn con las
técnicas utilizadas hoy en dfa. Por ejemplo, Rutishauser et al. (2003) plantearon la ausencia
de una regién apical en el tallo y, consecuentemente, la ausencia de un meristemo apical del
tallo en algunos géneros de la familia, principalmente en la subfamilia Podostemoideae. La
hipétesis de estos autores es que la estructura que funge como tallo en estas plantas es, en
realidad, una sucesion de bases foliares. Estudios posteriores en especies del género Mara-
thrum (Jiger-Ziirn, 2005a) demostraron que las interpretaciones anteriores eran erréneas y
que en realidad si existe una zona apical del tallo con una regién meristematica en las espe-

cies de Podostemoideae, al igual que en el resto de las angiospermas.

Ademds de la morfologia peculiar, se debe tener en cuenta que Podostemaceae presenta el
elevado nivel de polimorfismo caracteristico de plantas acudticas (Barrett et al., 1993), tanto
a nivel individual como poblacional. Estos polimorfismos no se limitan a las estructuras
vegetativas, sino que se presentan igualmente en los 6rganos reproductivos de las plantas
(Rutishauser, 1995). La gran plasticidad presente en todos los grupos de podosteméceas
indica que su peculiar morfologia podria no ser consecuencia de las adaptaciones a habitats

extremos (Sculthope, 1967) y estar més bien determinada por el azar (Rutishauser, 1997;
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Barrett et al., 1993). El nicho ecolégico especifico de Podostemaceae y la ausencia de com-

petencia con otros grupos, sirven para fundamentar esta idea.

3.5.3 Habitat y ecologia

Las podostemaceas se encuentran restringidas a las corrientes rapidas y caidas de agua de
rios oligotrdficos, con un rango de temperatura aproximado de 14 a 27°C, alcanzando pro-
fundidades de hasta un metro (Sculthorpe, 1967). Todos los géneros de la familia requieren
de las mismas condiciones ecoldgicas para su correcto desarrollo: un sustrato sélido, una
periodicidad en los niveles de agua ligado a cambios estacionales, agua limpia y corriente,
alta intensidad luminica, y la presencia de un biofilm de cianobacterias que les ayuda en el

intercambio de nutrientes y en la fijacién al sustrato (Philbrick y Novelo, 2004).

Las corrientes rapidas pueden ser las zonas més productivas de los rios (Horne y Goldman,
1994). Debido a que las podostemdceas son las macréfitas dominantes en este habitat, resul-
ta factible pensar que desempenan un papel central en la ecologia de estos cuerpos de agua.
Las poblaciones de Podostemaceae pueden variar las condiciones del hébitat mediante la
alteracion de corrientes superficiales, la generacion de refugios, fuentes de alimento y zonas
de apareamiento para la biota (peces y artrépodos principalmente), ademds de contribuir
con el sistema lético como la fuente autéctona de carbono més importante (Philbrick y No-
velo, 1995; Quiroz et al., 1997). A pesar de su importancia ecoldgica, son pocos los estudios
que se han realizado en podostemadceas y es ain menor el nimero de estudios en especies

neotropicales.

3.5.4 Podostemaceae del Nuevo Mundo

En América las podostemaceas se distribuyen desde México hasta el noreste de Argentina,
con excepcion de Podostemum ceratophyllum Michx., que al ser una especie de clima templa-
do, se encuentra representada en latitudes mas elevadas que van desde el sureste de Canada
hasta el sur de Estados Unidos (Philbrick y Novelo, 1995). E160% (ca. 160 spp.) de las espe-
cies de la familia, representando 20 géneros, tiene una distribucién Neotropical (Philbrick y

Novelo, 2004). De estas especies, cerca de 70% se agrupa en cuatro géneros, todos pertene-

40



cientes a la subfamilia Podostemoideae: Apinagia Tul. con 50 especies, Marathrum Humb.
& Bonpl. con 25 especies, Rhyncholacis Tul. con 25 especies (Philbrick y Novelo, 1995) y
Podostemum Michx. con 11 especies (Philbrick y Novelo, 2001, 2004).

3.5.5 Problemas taxondmicos de los géneros neotropicales

La taxonomia de gran parte de los géneros americanos de la familia es problemética (Ru-
tishauser, 1997; Rutishauser et al., 1999; Rutishauser y Cook, 2001). El mayor avance en la
clasificacion de las especies americanas de la familia se realiz6 a mediados del siglo XX por
van Royen (1951, 1953, 1954), quien clasificé cerca de una tercera parte de las especies reco-
nocidas actualmente. La monografia de van Royen fue una gran contribucién para la mejor

comprension del grupo. Sin embargo, los estudios subsecuentes han sido muy limitados.

Philbrick y Novelo (1995) reportan que s6lo se publicaron seis articulos sobre podostema-
ceas del Nuevo Mundo entre 1971 y 1993. En los ultimos afios se ha prestado mayor aten-
cién a los grupos neotropicales de la familia (Novelo y Philbrick, 1997, 1997a; O’Neill et al.,
1997; Philbrick y Novelo, 1997, 2004; Quiroz et al., 1997; Oropeza et al., 1998; Rutishauser
et al., 1999; Osborn et al., 2000; Murguia-Sanchez, 2003; Murguia-Sanchez et al., 2001, 2002;
Passarelli et al., 2002; Philbrick et al., 2004; Jager-Ziirn, 2005; Jager-Ziirn et al., 2006). Sin
embargo, la informacién taxondmica contintia siendo insuficiente para establecer una clasi-
ficacién robusta y confiable, especialmente a nivel de género y especie (Philbrick y Novelo,

1995; Rutishauser, 1997; Rutishauser et al., 1999).

El trabajo taxondmico en Podostemaceae se ha visto dificultado por varias caracteristicas
propias del grupo. En primer lugar, se debe tener en cuenta que la forma de las plantas y los
patrones de desarrollo siguen estando poco entendidos en muchos de los géneros, y no se
pueden explicar -o por lo menos no ficilmente- por medio de un esquema clésico de raiz-
tallo-hoja (Rutishauser, 1997). En segundo lugar, es necesario considerar que estas plantas
presentan una plasticidad fenotipica considerable que no ha sido suficientemente estudiada
(Rutishauser et al., 1999). La presencia de polimorfismos es comuin en plantas acuticas
(Sculthorpe, 1967), lo que dificulta el trabajo de clasificacién, sobre todo cuando se utilizan
caracteristicas morfoldgicas vegetativas para definir a las especies, como ha sucedido en

varios géneros importantes de podosteméaceas Neotropicales como Marathrum (Novelo

41



y Philbrick, 1993, 1997), Podostemum (Philbrick y Novelo, 2004), Apinagia y Rhyncholacis
(Rutishauser, 1997). La variacién en caracteristicas morfolégicas vegetativas no se ha corre-
lacionado con factores ambientales, lo que en ciertos casos impide catalogar una poblacién
de morfologia particular como una especie distinta 0 como una variedad inducida por el
ambiente (Philbrick y Novelo, 1995). En tercer lugar, cabe mencionar que ciertas caracte-
risticas de la historia de vida de las podosteméceas dificultan el trabajo de colecta. Philbrick
y Novelo (1995) mencionan varios problemas asociados con la existencia de colecciones
deficientes, destacando la dificultad para acceder al habitat de ciertas especies, la existencia
de una morfologia vegetativa alternante (las hojas presentan caracteristicas distintas en tem-
porada de lluvias y en temporada de secas), la separacién temporal de la etapa de desarrollo
vegetativa con respecto a la etapa reproductiva, y la degeneracion de ciertos tejidos como

consecuencia de la desecacién de las hojas.

Todos estos factores pueden estar influyendo sobre las categorias taxonémicas vigentes,

y ciertas caracteristicas distintivas de la familia podrian ser un artefacto derivado de un
desconocimiento taxondmico (Philbrick y Novelo, 1995). El hecho de que la mayoria de los
géneros presenten muy pocas especies (44% de los géneros de la familia son monotipicos),
la gran cantidad de géneros presentes en la familia, asi como el elevado nivel de endemis-
mos (van Royen, 1951; Cook, 1996), podrian ser consecuencias de este desconocimiento

taxondomico.

3.5.6 Podostemaceae de México

En México se distribuyen cinco géneros y nueve especies de Podostemaceae: Marathrum
Humb & Bonpl. (M. rubrum Novelo & Philbrick, M. schiedeanum (Cham.) Tul., M. tenue
Liebm. y M. minutiflorum Engler), Oserya Tul. & Wedd. (O. coulteriana Tul. y O. longifolia
Novelo & Philbrick), Podostemum Michx. (P. ricciiforme (Liebm.) P. Royen), Tristicha Du
Petit-Thouars (T. trifaria (Bory ex Willd.) Spreng.) y Vanroyenella Novelo & Philbrick (V.
plumosa Novelo & Philbrick). De éstos, un género (Vanroyenella) y cuatro especies (M.
rubrum, O. coulteriana, O. longifolia y V. plumosa) son endémicas (Novelo y Philbrick, 1997;
Bueno et al., 2005). En algunos rios, como el Horcones, en Jalisco, se presentan hasta cuatro
especies distintas, que corresponden a cuatro diferentes géneros: Marathrum, Oserya, Tristi-

cha y Vanroyenella (Novelo y Philbrick, 1997).
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Las podostemaceas mexicanas se encuentran distribuidas en tres tipos de climas, segtin la
clasificacién de Koeppen (1948) y Garcfa (1988): climas calientes y humedos, climas secos
y climas templados himedos (Ver Detalles en la Tabla 2). Estas plantas se pueden ubicar
principalmente en ocho provincias fisiogréficas, segtin la clasificacién de Rzedowski (1988),
las cuales corresponden a la Planicie Costera Noroccidental, la Sierra Madre Oriental, el
Eje Volcéanico Transversal, la Planicie Costera Nororiental, la Depresion del Balsas, la Sierra
Madre del Sur, el Sistema Montafioso de la Regién Norte de Oaxaca y la Planicie Costera

Suroriental (Novelo y Philbrick, 1997).

Tabla 2. Distribucién climatica de las

Podostemaceae mexicanas. Basado en datos de Novelo y Philbrick (1997).

’ Tipo de clima I’ Subtipo I’ Especies reportadas I

Podostemum ricciforme
Tristicha trifaria

Aw: Amplia temporada de secas Vanroyenella plumosa
Marathrum spp.
Oserya spp.

Climas calientes y humedos P ricciforme
Tipo A Am: Temporada de secas reducida T. trifaria

Marathrum spp.

P ricciforme
Af: Lluvias todo el anio T. trifaria
Marathrum spp.

Bw: Muy érido O. coulteriana

Climas secos Oserya spp.
Tipo B Bs: Arido P ricciforme
T. trifaria

Marathrum spp.
C.hmas templados humedos Cw: Lluvias de verano Oserya spp.
Tipo C P ricciforme

T. trifaria

3.6. Estudios reproductivos en Podostemaceae

Los sistemas reproductivos juegan un papel determinante en la biologia de todas las espe-
cies vegetales. La estructura poblacional, la diversidad genética y la especiacion, son fené-
menos que se encuentran fuertemente relacionados con las caracteristicas reproductivas de
una especie (Lloyd y Barrett, 1996). A pesar de su importancia, los sistemas reproductivos
de la familia Podostemaceae se encuentran poco estudiados, principalmente como con-
secuencia de la dificultad de llevar a cabo estudios experimentales en campo (Philbrick y

Novelo, 1993).
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Los miembros de Podostemaceae se contraponen a un paradigma ampliamente reconocido
en plantas acudticas, qué es la prevalencia de bajas tasas de especiacién como consecuencia
del abatimiento de la reproduccién sexual por métodos de reproduccién clonal (Sculthorpe,
1967; Les et al., 1997). Esta prevalencia de la asexualidad en plantas acudticas también se
relaciona con bajos tamanos efectivos de poblacion y en consecuencia, con la presencia de
variacién no adaptativa resultado de procesos de deriva (Barrett et al., 1993). Es evidente
que la predominancia de la reproduccién sexual en Podostemaceae conlleva consecuencias
ecoldgicas y evolutivas para la familia, mismas que se verdn afectadas por las caracteristicas

del sistema reproductivo de cada especie.

La morfologia de las flores en algunos géneros de Podostemaceae indica que estos podrian
presentar sistemas autdgamos (Cook, 1988), aunque la presencia de sistemas mixtos (auto-
gamia - alogamia) es més probable (Kholsa, ef al., 2000; Okada y Kato, 2002). Se han pro-
puesto sistemas de polinizacién entoméfila (von Grubert, 1974; Cook, 1988; Rutishauser,
1997) y aneméfila (Willis, 1902; Sculthorpe, 1967) para distintos géneros de la familia; sin
embargo, la mayoria de estas aseveraciones no tiene el respaldo de estudios experimentales.
Hasta la fecha, pocas investigaciones se han enfocado en determinar los sistemas reproduc-
tivos presentes en Podostemaceae con base en datos experimentales obtenidos especifica-

mente para dicho fin.

El estudio sobre la biologia reproductiva de Podostemum ceratophyllum realizado por Phil-
brick (1984) constituye un gran avance en el conocimiento de los sistemas reproductivos de
la familia. P. ceratophylum es una especie de climas templados del Nuevo Mundo que se dis-
tribuye en rios de Estados Unidos y Canadd. Esta especie presenta un sistema reproductivo
totalmente autégamo, con un mecanismo de polinizacion cleistégamo. Este estudio y otros
posteriores (Kholsa et al., 2000, 2001) demuestran que atin cuando la relacién polen-évulo
suele ser muy grande y la viabilidad del polen siempre es cercana al 100%, la produccién de
semillas se encuentra muy por debajo de la capacidad reproductiva éptima, lo que indica

un sistema no del todo eficiente. Las poblaciones de P. ceratophylum presentan desarrollo

carpelar aun en ausencia de polinizacién y sin produccién de semillas.

Otros estudios reportan la presencia de sistemas reproductivos de caracteristicas simila-
res al descrito por Philbrick. La ocurrencia de autogamia obligada por cleistogamia se ha

reportado en Cladopus nymanii (Méller, 1899), C. japonicus (Imamura, 1928) y Griffithella
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hookeriana (Kholsa et al. 2001). Este tipo de polinizacién es el que aparentemente presentan
todos los sistemas de fecundacion subacudtica observados en la familia, ya que la velocidad
de la corriente en los rios rdpidos impide la ocurrencia de cualquier tipo de sistema hidréfilo

(Okada y Kato, 2002).

Okada y Kato (2002) utilizaron la proporcién polen/évulo (p/o) para determinar la natu-
raleza autégama o alégama de veinte especies de Podostemaceae correspondientes a quince
géneros, incluyendo especies de Australia, Brasil, Guyana, Sri Lanka y Tailandia. Observa-
ciones en campo y en laboratorio permitieron establecer rangos en los cuales el logaritmo
de p/oidentificara la presencia de autogamia o alogamia. Los autores establecieron valores
de log(p/o) superiores a 2.5 como correspondientes a especies alégamas, mientras que
valores menores a 2.0 se asociaron a especies autdgamas. Los resultados de dicho estudio
indican que la familia presenta una gran variedad de sistemas reproductivos que van desde
la autogamia estricta con flores cleistégamas, hasta la alogamia mediada por vectores bidti-

cos (entomofilia en el caso de especies de Apinagia y Rhyncolacis).

También se han realizado estudios sobre los sistemas reproductivos en Polypleurum (Kholsa
et al., 2000), Griffithella (Kholsa et al., 2001) e Indotristicha ramosissima (Kholsa y Sehgal,
2009). Todos estos estudios han demostrado que estas especies presentan sistemas repro-
ductivos principalmente autégamos, aunque no descartan la ocurrencia de alogamia por

anemofilia.

Philbrick y Novelo (1998) realizaron un estudio en Marathrum rubrum, donde arrojan deta-
lles sobre su sistema reproductivo, estableciendo la ausencia de sistemas de autoincompati-
bilidad y de procesos apomicticos; la ocurrencia de autofecundacién y de entrecruza como

vias reproductivas; y la posible ocurrencia de anemofilia.

Los estudios de Podostemaceae en México estan constituyéndose como herramientas
invaluables para la resolucién de problemas a nivel taxonémico, morfoldgico y ecoldgico,
necesarios para una mejor comprensién de la biologia de estas extrafias plantas (Rutishau-

ser et al., 1999).
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4. Caracteristicas del género Marathrum

4.1 Descripcion

Marathrum es un género neotropical conformado por cerca de 25 especies que se distribu-
yen en México, América central, las Antillas y en porciones noroccidentales de Sudamérica
(van Royen, 1951). Este género posee especies tanto anuales como perennes (Murguia-
Sanchez, 2003). Son hierbas pequenas o grandes, postradas, aplanadas, con raices alargadas.
Tienen un talo postrado, alargado y grueso. Hojas alternas, peciolo cilindrico o ligeramente
comprimido, limina pinnada, repetidamente bifurcada o subentera con unos pocos lébulos
alo largo del margen, pinnas primarias alternas o subopuestas, las divisiones posteriores ca-
piliformes, filiformes o espatuladas. Flores hermafroditas, actinomorfas o zigomorfas, pedi-
celadas que surgen axilarmente entre la base de las hojas, solitarias o en fasciculos, cubiertas
por una espatela en forma de saco. La espatela es clavada. Los pedicelos se alargan durante
y después de la antesis, con o sin un dpice expandido formando una estructura en forma

de copa en torno ala base de la cdpsula. Presenta de tres a diez tépalos con apariencia de
escamas, alternos con los estambres. Presenta de dos a once estambres, libres, en un vertici-
lo que circunda el pistilo o sobre un lado del mismo; son deciduos, las anteras son basifijas,
con dehiscencia introrsa o latrorsa. El polen se libera en ménadas. El ovario es bilocular. No
presenta estilo. Tiene dos estigmas libres o basalmente fusionados, cénicos. Los 6vulos son
numerosos con placentacion axilar. Las capsulas son biloculares, con valvas iguales, persis-
tentes, cada una con tres o cuatro costillas, y mérgenes de la sutura engrosados. Contiene

semillas numerosas (Novelo y Philbrick, 1997).

La peculiar morfologia de estas plantas ha provocado debates en la interpretaciéon de
algunas de sus estructuras. Jiger-Ziirn (200Sa, 2005b) y Jager-Zirn et al. (2006) consideran
que la ldmina de las hojas de Marathrum no es en realidad pinnada, sino ensiforme, repe-
tidamente ramificada, con proyecciones no vascularizadas (enaciones) clavadas, que se
desarrollan como filamentos elongados. Este tipo de diseccion foliar es similar al que se pre-
senta en otras plantas acudticas, como en el género Hydrostachys (Hydrostachyaceae) ,que

ademds tiene un nicho ecolégico semejante al de Podostemaceae (Jiager-Ziirn et al., 2006).
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Este caracter podria verse como una adaptacion al ambiente subacudtico ya que aumenta
la superficie de contacto de lalamina con el medio y reduce la resistencia de las hojas a la
corriente, disminuyendo el dafio foliar. Estas hojas ensiformes de ramificacién pinnada re-
presentan una convergencia evolutiva con las hojas pinnadas verdaderas, comunes en otras

angiospermas.

En México se encuentran cuatro especies reportadas de Marathrum: M. minutiflorum
(Bueno et al., 2005), M. rubrum Novelo y Philbrick, M. schiedeanum Cham Tul y M. tenue
Liebm (Novelo y Philbrick, 1997). Estas especies generalmente crecen junto a Tristicha
trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. M. tenue estd comtinmente asociada con Podostemum ruti-
folium subsp. ricciiforme (Liebm.) Novelo & C. T. Philbrick, mientras que M. schiedeanum
se encuentra frecuentemente junto con Oserya coulteriana y Vanroyenella plumosa Novelo &
Philbrick (Novelo y Philbrick, 1997).

M. rubrum y M. schiedeanum son especies muy similares en términos morfolégicos (Phil-
brick y Novelo, 1995; Rutishauser, 1997). Como las especies de estudio del presente trabajo,

ambas serdn descritas a continuacidn.

4.2. Marathrum rubrum

De acuerdo con Novelo y Philbrick (1993), Marathrum rubrum (Figura 1) es una hierba pe-
renne; presenta raices elongadas, postradas y aplanadas, de alrededor de 1 mm de didmetro;
los peciolos son cilindricos, ligeramente aplanados; la hoja tiene un raquis central expandi-
do y prominente, pinnado repetidamente. La pinnacién primaria suele ser alterna, mientras
que las divisiones subsecuentes son capilosas, de 1.2 a 4.5 mm de largo y de 0.02 a 0.06 mm
de ancho, el dpice es agudo; los pedicelos van de 3 a 5.5 cm de largo y presentan un dpice
expandido en forma de copa alrededor de la base de la cdpsula. Este dpice mide entre 1.5y

2 mm de didmetro y presenta un borde irregular; tiene entre siete y nueve tépalos, de 0.5 a
0.9 mm de largo, y triangulares, insertados de forma alternada con los estambres. Presenta
de siete a nueve estambres, insertados en un anillo que rodea el pistilo; los filamentos van
de 2.3 a4 mm de largo; las anteras, de 1.5 a 2.8 mm de largo; los estigmas, de 0.6 a 1.5 mm de
largo; las cépsulas, de 4.5 a S mm de largo y de 1.7 a 2.2 mm de didmetro; cada valva presenta

tres costillas; la media de semillas por capsula es de 676 (SD 296, n=29).

Los caracteres distintivos de M. rubrum se encuentran en las hojas. Es la tinica especie del

género que presenta divisiones capiliformes y una coloracién rojiza tanto en la superficie
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adaxial como en la abaxial de sus hojas. Otras especies de Marathrum presentan esta colora-

cién unicamente en la parte abaxial de las hojas (Novelo y Philbrick, 1993).

Marathrum rubrum es endémica de las partes bajas de la costa del Pacifico de México. Ha
sido colectada sélo en algunos rios de Jalisco y Guerrero (Figura 3), donde puede encon-

trarse junto con O. coulteriana, T. trifariay V. plumosa (Novelo y Philbrick, 1993).

Figura 1. Marathrum rubrum. A. Ho-
jas donde se puede apreciar el color
caracteristico de la especie. rio Los
Horcones, Noviembre de 2005.
B. Acercamiento de las hojas donde
se aprecian las divisiones foliares,
notese que las ultimas divisiones son
sumamente delgadas y que la ldmina
no presenta una estructura definida.
rio Los Horcones, Enero de 2007.

C. Acercamiento de un conjunto de
flores, todas se encuentran fuera de la
espatela en etapas pre o post antesis.

rio Los Horcones, enero de 2008.

4.3 Marathrum schiedeanum

De acuerdo a Novelo y Philbrick (1997), Marathrum schiedeanum (Figura 2) es una planta
anual o perenne (sic); el tallo llega a medir hasta 20 cm de largo, algunas veces se encuentra
ramificado, postrado o aplanado, con hasta 2.5 cm de didmetro; las hojas son verdes, pero
frecuentemente se puede observar un color rojizo en la superficie abaxial; miden hasta 80
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cm de largo; los peciolos van de cilindricos a ligeramente aplanados; la hoja tiene un raquis
central expandido y prominente, pinnado, dividido repetidamente; la pinnacién primaria es
comunmente alterna, las divisiones posteriores pueden ser filiformes o espatuladas, de 2 a 4
mm de largo y de 0.18 2 0.6 mm de ancho; el dpice es agudo. Los pedicelos van de 4 a 10 cm
de largo con un dpice expandido en forma de copa alrededor de la base de la cépsula; este
dpice va de 1.3 a 3 mm de didmetro, con un borde que puede ser liso o irregularmente denta-
do. Presentan de seis a diez tépalos, que van de 0.4 a 1 mm de largo, triangulares, insertados
alternadamente con los estambres, que son de siete a nueve, insertados en un anillo que
rodea el pistilo. Los filamentos van de 3.8 a 6.5 mm de largo; las anteras, de 1.4 a 2.8 mm de
largo; los estigmas, de 0.1 a 1.5 mm de largo; las capsulas, de 4 a 6 mm de largo y de 1.7 a 2.5
mm de didmetro. Cada valva presenta tres costillas; la media de semillas por cipsula es de
392 (SD 279, n=76).

Figura 2. Marathrum schiedeanum.
A. Detalle de las hojas. Se aprecia
una estructura mas definida que

en el caso de M. rubrum. Rio Mis-
maloya, Jalisco. Enero de 2007. B.
Vista de una planta que se encuen-
tra por encima del nivel del rio.
Barra inferior=10 cm. Tomada de
Jager-Ziirn et al., 2007. Rio Majagua,
Chiriqui, Panama (fotograffa de M.
Diepenbrig). C. Acercamiento de
un conjunto de flores en distintas
etapas de desarrollo. N6tese que no
se observan hojas cercanas a este

manchon de flores. Rio Las Juntas.
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Marathrum schiedeanum tiene una amplia distribucién en
las zonas bajas de México (por debajo de los 1,000 msnm),
de Nayarit a Chiapas en la costa del Pacifico, y en Veracruz
en la costa del Atldntico. M. schiedeanum se distribuye
también en Guatemala, Belice y Costa Rica (Novelo y Phil-
brick, 1997) (Figura 3).

Segun Jager-Ziirn et al.(2006) M. rubrum se distingue de M.
schiedeanum principalmente por la forma de las proyeccio-
nes parenquiméticas (o enaciones) que se desprenden de
las divisiones foliares. Mientras que las hojas de M. ruburm
se encuentran divididas en fasciculos con filamentos nu-
merosos y alargados derivados de enaciones posicionadas
irregularmente, M. schiedeanum presenta fasciculos deri-
vados de enaciones con una distribucién bien organizada,
formando unidades clavadas y subuladas que asemejan

pequefios arboles (Figura 4).

Figura 3. Mapa de distribucion de
M. rubrum'y M. schiedeanum. Se
muestran los sitios donde se ha co-
lectado M. rubrum en color amarillo
y los sitios donde se ha colectado M.
schiedeanum en color rojo. Basado en
las colectas de van Royen y Novelo
y Philbrick. Modificado de Novelo y
Philbrick, 1997.
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Figura 4. Detalle de la estructura de
las hojas de M. rubrum y M. schie-
deanum. A. Hojas de M. schiedeanum.
Las enaciones se presentan en forma
de pequefios arboles con una ra-
mificacién organizada en unidades
subuladas, clavadas y cortas. B. Hojas
de M. rubrum. La lamina de las hojas
de esta especie se distingue por sus
numerosas proyecciones en forma
de filamentos estrechos y muy elon-
gados provenientes de enaciones
que mantienen un posicionamiento
irregular. Tomado de Jager-Ziirn et

al. 2007.

4.4. Problematica taxondmica del género

A pesar de los esfuerzos por incrementar el conocimiento sobre los géneros americanos
de la familia Podostemaceae, Marathrum continda siendo uno de los grupos con mayores
problemas taxonémicos (Rutishauser, 1997), su taxonomia es generalmente confusa debido al

alto grado de variacién en las estructuras vegetativas en algunas especies (Rutishauser et al., 1999).
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Novelo y Philbrick (1997) reconocen el complejo M. schiedeanum tratando como una sola
especie a tres especies originalmente propuestas por van Royen en 1951: M. elegans P. Royen,
M. haenkeanum Engl. y M. shiedeanum. Esta decision se toma debido a que la variacion en
la morfologia foliar dentro y entre estas tres especies hacia sumamente dificil su distincion.
Este complejo deja fuera a otras especies afectadas por el mismo problema, como M. ru-

brumy M. minutiflorum.

M. rubrum presenta caracteristicas foliares muy especificas que hacen posible su distincién
de las demds integrantes del complejo M. schiedeanum, atn cuando dichas caracteristicas no
se encuentran exentas del elevado polimorfismo caracteristico del género (Novelo y Phil-
brick, 1993, 1997; Rutishauser, 1995, 1997; Rutishauser ef al., 1999). La compleja morfologia
foliar de Marathrum y los problemas taxonémicos que de ésta se desprenden no son exclu-
sividad de las especies mexicanas (Burger, 1983; Rutishauser et al., 1999), sino que consti-
tuyen una constante del género, lo que hace necesaria una reevaluacién taxonémica integral

de Marathrum.

En el caso especifico de M. rubrum y M. schiedeanum, se ha propuesto en mds de una oca-
sién que ambas podrian representar formas ambientales o ecotipos de una misma especie
(Philbrick y Novelo, 1995; Rutishauser, 1997). El principal problema para interpretar las
interacciones entre las estructuras vegetales que estdn genéticamente determinadas, y aque-
llas que estdn en funcién del ambiente, se debe a la falta de conocimiento sobre los patrones
de desarrollo y sobre la estructura corporal basica de las plantas del género Marathrumy de
la familia en general (Rutishauser et al., 1999). Otro problema es que no existe evidencia
clara acerca de los factores ecoldgicos que podrian favorecer la presencia de caracteristicas
distintivas entre ecotipos. El unico estudio que ha abordado las diferencias en el habitat de
estas dos especies fue realizado por Quiroz et al. (1997), y estd enfocada a la cantidad de
nutrientes y contaminantes presentes en los rios en los que se distribuye Podostemaceae en
México. Los resultados de este trabajo demuestran que M. schiedeanum, a diferencia de M.
rubrum, puede encontrarse en rios con una alta disponibilidad de nutrientes, aunque tam-
bién se encuentra presente en sistemas oligotréficos. Los resultados de estos estudios deben
tomarse con reservas, ya que se basan en mediciones puntuales que no necesariamente

reflejan las caracteristicas prevalecientes en los rios a lo largo de un ano.

S3



Una caracteristica destacable con respecto a la distribucion de estas especies es la presen-
cia de una sola especie residente por rio (Philbrick y Novelo, 1995). Un claro ejemplo de
este fendmeno se presenta en los rios Los Horcones y Los Veranos en Jalisco. M. rubrum se
presenta en Los Horcones y M. schiedeanum en Los Veranos, y s6lo M. rubrum se encuentra
presente después de que ambos rios confluyen. La desaparicién de M. schiedeanum después
de la confluencia de los rios es un evento inesperado, ya que esta especie se encuentra am-

pliamente distribuida en los rios de la region.

Estudios previos sobre barreras reproductivas entre M. rubrumy M. schiedeanum (Luna-Ramos,

2006) demostraron la ausencia de barreras precigéticas entre estas dos especies.
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5. Justificacion

La falta de informacién sobre la interaccion entre factores ambientales y la variabilidad
morfoldgica en géneros como Marathrum hace necesaria una revision integral de la taxono-
mia de éste y otros grupos (Rutishauser ef al., 1999). Esta revision debe entenderse como el
resultado de una mejor comprension de la familia Podostemaceae en términos ecolégicos,
reproductivos y genéticos. La reconceptualizacion de algunas especies como ecotipos o
razas locales implica un replanteamiento de las caracteristicas paradigmaticas de la familia,
como su riqueza taxondmica, la prevalencia de grupos monotipicos y el elevado nivel de
endemismo (Philbrick y Novelo, 1993). Pero también implica una revalorizacién del papel
ecoldgico de los miembros de esta familia, ya que estas plantas son las macrofitas dominan-
tes en los rios donde se distribuyen, y los cambios ambientales que pudieran fomentar su
distincion podrian verse exponenciados por las propias plantas, generando comunidades

claramente distintas (Novelo y Philbrick, 1997).

La presencia de interfertilidad entre M. rubrum y M. schiedeanum no demuestra que ambas
especies puedan ser consideradas ecotipos, pero es un paso en esa direccién, ademas de

aportar informacioén importante sobre las caracteristicas reproductivas del género.
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6. Hipotesis

Si la variacion morfoldgica presente entre M. rubrum y M. schiedeanum es producto de plas-
ticidad fenotipica, se espera que no existan barreras reproductivas que impidan la formacién
de semillas viables en cruzas heteroespecificas. También se espera que las semillas hibridas
mantengan un vigor similar a las semillas producidas por cruzas conespecificas y que no

existan alteraciones en el desarrollo temprano de las pléntulas.

H,: Las flores en las que se llevaron a cabo polinizaciones interespecificas producen frutos y

semillas viables, igual que las flores fecundadas por polen conespecifico.

Ha: Las flores en las que se llevaron a cabo polinizaciones interespecificas presentan alte-
raciones en el desarrollo de frutos y/o semillas en comparacion con flores fecundadas por

polen conespecifico.
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7. Objetivos

Objetivo general

Determinar el grado de compatibilidad reproductiva entre Marathrum rubrumy M. schiedeanum.

Objetivos particulares

Describir y comparar las caracteristicas de la reproduccion sexual de M. rubrum y M. schie-

deanum en tres poblaciones distintas.

Determinar si existen eventos de aislamiento reproductivo en M. rubrumy M. schiedeanum

que impidan el desarrollo de semillas viables en cruzas heteroespecificas.

Establecer si existen diferencias en la viabilidad de las semillas hibridas en comparacién con

semillas de las especies parentales.

Establecer si existen diferencias en la viabilidad de las semillas producto de la alogamia y

semillas producto de autogamia.
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8. Metodologia

8.1. Trabajo de campo

8.1.1. Localidades

El trabajo de campo se llevo a cabo durante enero y diciembre de 2007 y en enero de 2008.
Consistio en la realizacion de experimentos de polinizacién manual in situ para evaluar
varios aspectos de la biologia reproductiva de Marathrum rubrumy M. schiedeanum, en dos

rios de fuerte corriente del estado de Jalisco, México (Figuras Sy 6).

Figura 5. Mapa de localizacién de
los sitios en los que se realizo el tra-
bajo de campo. La zona ampliada,
marcada con un recuadro blanco,
corresponde a una parte del estado
de Jalisco. En el mapa ampliado se
sefialan tanto la ciudad de Puerto
Vallarta como las tres localidades

donde se realiz6 este estudio.
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Los experimentos con M. rubrum se llevaron a cabo en Figura 6. Mapa detallado de las tres

dos localidades ubicadas en el rio Los Horcones. La localidades donde se llevé a cabo el

. . . trabajo d let i-
primera localidad se encuentra ubicada 27 km al sur de abajo de campo (en letras amari
llas), asf como los principales rios de

Puerto Vallarta, cerca del puente Los Horcones, a una lazona.
altitud de 350 msnm, en el municipio de Cabo Corrientes
(20°277 45"'N, 105° 17" 30" “O); la segunda localidad se
encuentra en la desembocadura del rio Los Horcones,
cerca del poblado de Boca de Tomatldn, en el municipio
de Puerto Vallarta (20°31°50 “N, 105°17 * 15”0). Los expe-
rimentos con M. schiedeanum se llevaron a cabo en el rio
Las Juntas, 50 km al sur de Puerto Vallarta, cerca del puen-
te Las Juntas del Sur, a una altitud de 300 msnm, en el
municipio de El Tuito (20°29 00”N, 105° 17’ 35”0). Los
ejemplares de referencia se encuentran depositados en el
Herbario Nacional de México (MEXU): M. rubrum, Los
Horcones, Novelo & Tellez 982 (MEXU); Novelo & Te-
llez 979 (MEXU); Novelo & Philbrick 1035 (MEXU); M.
schiedeanum, Las Juntas, Novelo & Tellez 986 (MEXU).
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Los dos rios en los que se llevé a cabo el trabajo de campo muestran caracteristicas muy

similares de acuerdo con el estudio de Quiroz et al. (1997). Segun estos autores, tanto Los

Horcones como Las Juntas presentan bajos niveles de contaminacién y pueden conside-
rarse como oligotroéficos o ultraoligotréficos, con bajos niveles de nitrégeno, fosforo, sodio,
potasio, magnesio y calcio, con un pH cercano a 8 y una temperatura de 24°C. El clima de
la region es del tipo Aw, de acuerdo a la clasificacién de Garcia (1988). Este clima es de tipo

cilido humedo con una prolongada temporada de secas. La vegetacion asociada a estas po-

blaciones es una selva baja subperennifolia (Rzedowski, 1988; Novelo y Philbrick, 1997).

8.1.2. Polinizaciones manuales

En las tres localidades se llevaron a cabo experimentos correspondientes a nueve tratamien-
tos, los cuales corresponden a una serie de polinizaciones manuales con distintos donadores
de polen y a un grupo de controles para detectar posibles efectos asociados a la manipula-
cion de las flores. A continuacién se enumeran los nueve tratamientos realizados y se hace

una breve descripcion de la metodologia seguida, asi como de la justificacion de cada uno:

1. Prueba de autopolinizacion: se aislaron las flores en una etapa previa a la antesis, y una
vez en antesis se realiz6 la polinizacion de forma manual utilizando su mismo polen. Con
este tratamiento se pretendi6 conocer si existia algiin mecanismo de autoincompatibilidad

que impidiera el desarrollo de semillas por la via de la autofertilizacion.

2. Prueba de apomixis: se emascularon y se aislaron las flores en una etapa previa a la ante-
sis; el aislamiento se mantuvo hasta el momento de la colecta. Este tratamiento pretendi6

establecer si existia formacion de semillas por via apomictica.

3. Prueba de entrecruza: se emascularon las flores en una etapa previa a la antesis y se
dejaron expuestas de forma que se posibilitara la polinizacién con polen de otras flores de la
poblacién. Esta prueba no distingue entre geitonogamia y xenogamia debido a la dificultad
para reconocer “individuos” en el campo y a la imposibilidad de impedir la geitonogamia
por la continua y rapida produccion de flores por parte de una misma planta. Mediante este
tratamiento se puede estimar el papel que juega el polen no autégamo en la producciéon de

semillas.

4. Cruzas conespecificas intrapoblacionales: las flores fueron emasculadas y aisladas antes
de la antesis, y una vez receptivas, se polinizaron manualmente con polen procedente de flo-
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res del mismo rio que estuvieran a por lo menos cinco metros de distancia (para incremen-
tar la probabilidad de que se tratara de distintos individuos). Este tratamiento constituyé
un testigo contra el cual debian compararse los resultados de las cruzas heteroespecificas, ya

que el tipo de manipulacién fue idéntico al que se lleva a cabo en estos tratamientos.

5. Cruzas conespecificas interpoblacionales: las flores fueron emasculadas y aisladas antes
de la antesis, y una vez receptivas, se polinizaron manualmente con polen procedente de
otra localidad, pero de la misma especie. Este tratamiento fue exclusivo para M. rubrum, ya
que s6lo se trabajé en una localidad con M. schiedeanum. Las cruzas realizadas fueron Los
Horcones x Boca de Tomatlan y Boca de Tomatldn x Los Horcones. Este tratamiento tam-
bién fue un testigo comparable al Tratamiento 4 (Cruzas conespecificas intrapoblacionales)

y los resultados no deberian de ser distintos a éstos.

6. Cruzas heteroespecificas (M. rubrum x M. schiedeanum y M. schiedeanum x M. rubrum):
las flores fueron emasculadas y aisladas antes de la antesis, y una vez receptivas, se poliniza-
ron manualmente con el polen de otra especie. Las cruzas realizadas fueron Las Juntas x Los
Horcones, Las Juntas x Boca de Tomatlan, Los Horcones x Las Juntas y Boca de Tomatlan
x Las Juntas. Este tratamiento fue el mds importante de este estudio, ya que establecia la

capacidad de formacion de hibridos presente entre estas dos especies.

7. Control de dafio por manipulacién I (emasculacién): las flores fueron emasculadas
antes de la antesis sin ser aisladas posteriormente; una vez que las flores estaban receptivas
fueron polinizadas manualmente con polen de la misma especie sin importar si procedia del
mismo individuo o de uno distinto, asegurandose que la cantidad de polen depositada en

el estigma fuese mayor a la que se encuentra normalmente en flores receptivas. Este trata-
miento fue un testigo para determinar el efecto de manipulacién en los resultados como
consecuencia del proceso de emasculacion. Los resultados de este tratamiento se pueden

comparar con el tratamiento Control (descrito mas adelante).

8. Control de dafio por manipulacién II (aislamiento): las flores fueron embolsadas antes
de la antesis; sin embargo, las bolsas utilizadas para este tratamiento solo estaban cerradas

por el extremo del pedicelo, permitiendo el ingreso de polen a la flor. Las anteras no fueron
removidas en este caso. Este tratamiento fue un testigo para medir efectos de manipulacion

asociados con la fijacion de la bolsa de aislamiento a los pedicelos de las flores jévenes.
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9. Controles: estas flores solamente fueron marcadas antes de la antesis y se colectaron al

mismo tiempo que el resto de los tratamientos.

Para determinar si existian diferencias en el desarrollo de semillas como consecuencia del
tipo de polen utilizado (autégamo o alégamo), estos mismos tratamientos fueron divididos
en dos grupos de acuerdo al polen con el que principalmente fueron fecundadas las flores.
Los frutos de las pruebas de autopolinizacion, de apomixis y los controles fueron conside-
rados como de origen principalmente autégamo. Los frutos de las pruebas de entrecruza,
las cruzas interespecificas, interpoblacionales e intrapoblacionales se consideraron como de

origen principalmente alégamo.

8.1.3. Identificacidn, seleccion y aislamiento de flores para los tratamientos

La identificacidn, seleccion y aislamiento de flores se realiz6 siempre entre diez y once de la
manana. A esta hora del dia las anteras de las flores en antesis atin no han liberado sus granos
de polen y, dado que las flores elegidas para los experimentos recién emergieron de la espa-
tela, la probabilidad de contaminacién por polen local se elimina. El nimero de flores con
las caracteristicas necesarias para ser utilizadas en este estudio fue suficiente en cada una de
las tres poblaciones. La identificacion y seleccion de flores donadoras de polen se realizé

alrededor de las doce del dia, cuando la mayoria de las flores maduras libera el polen.

Tabla 3. Descripcion de las etapas identificadas con base en los cambios mor-
folégicos de estambres y estigmas a lo largo del desarrollo de la flor de M.
rubrum (Guzman-Merodio, 2006). La etapa seleccionada para llevar a cabo

los experimentos de polinizacion manual de este estudio fuela 3.

Morfologia de los estambres ’ Morfologia de los estigmas

Etapa 1 Dentro de la espatela / Anteras en forma de flecha Coloracién purpura / Cerrados
Apice de las anteras fuera de la espatela / Anteras en

Etapa 2 P . P / Coloracién purpura/ Cerrados
forma de flecha con coloracién magenta
Estambres totalmente fuera de la espatela / Los

Etapa 3 estambres se encuentran adheridos al ovario / An- | Coloracién purpura / Cerrados
teras en forma de flecha con coloracién magenta
Las anteras adquieren una posicion perpendicular con

Etapa 4 respecto al filamento / Los estambres se separan del Coloraciion purpura / Separados
ovario / El polen se encuentra expuesto
Las anteras presentan una coloracién café y comienzan

Etapa S P Y Coloracion café / Separados
a degenerar
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Las flores seleccionadas para todos los experimentos se encontraban en la misma etapa de
desarrollo, la cual coincide con la Etapa 3 de desarrollo floral descrita por Guzmén-Merodio
(2006) (ver Tabla 3 y Figura 7). En esta etapa el pedicelo se elonga, causando que la cubierta
protectora o espatela quede por debajo del ovario, por lo que todas las estructuras reproduc-
toras se encuentran totalmente expuestas. Sin embargo, al inicio de esta etapa, los estigmas

adin no se encuentran receptivos.

Figura 7. 7A. Tlustraciones de los cambios morfoldgicos presentes durante
el desarrollo de las estructuras reproductivas de Marathrum rubrum en co-
rrespondencia con las etapas establecidas por Guzméan-Merodio (2006). (A)
Boton floral al momento de la ruptura de la espatela (etapa 1); (B) Flor con
el apice por fuera de la espatela (etapa 2); (C) Flor totalmente fuera de la espa-
tela, las anteras atin no se encuentran dehiscentes (etapa 3); (D) Floren etapa
3; se aprecian claramente los estigmas, los cuales atin se encuentran juntos; (E)
Flor al momento de la dehiscencia de las anteras; los estigmas se encuentran
separados y receptivos (etapa 4); (F) Detalle de los estigmas durante la etapa
4. (Modificada de Novelo y Philbrick, 1993). 7B. Flor de M. rubrum en etapa
3, se aprecian todos los rasgos caracteristicos de esta etapa (Los Horcones, Ja-

lisco; enero de 2008).
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Las emasculaciones se llevaron a cabo de forma manual con ayuda de pinzas de diseccidn,
teniendo cuidado de que las anteras retiradas no se quedaran adheridas a la flor. Este es un
error que puede presentarse frecuentemente ya que las anteras son sumamente pequenas
(2 mm de largo aproximadamente), y se adhieren con gran facilidad a cualquier superficie,

ademds de presentar una coloracién similar al resto de los 6rganos florales durante esta etapa.

En todos los tratamientos que requirieron de aislamiento se sigui6 la técnica de Philbrick

y Novelo (1998), utilizando membranas de diélisis Spectra™ de 32 mm (Figura 8). Las
membranas de diélisis son el instrumento ideal para el aislamiento de estas pequenas flores,
ya que su porosidad permite el libre intercambio de gases, pero impide el paso de cualquier
particula de tamano similar al de los granos de polen, por lo que constituyen una barrera
efectiva contra la polinizacién. Estas membranas de forma tubular se cortaron en secciones
de 5 cm que fueron amarradas con hilos de algodén o nylon por un extremo, para después
ser colocadas alrededor de las flores (a manera de capucha) y fueron amarradas al pedicelo
por el otro extremo, manteniendo un nudo no muy apretado que fuera capaz de mantener la
capucha unida a la flor sin danar el pedicelo. Las membranas de didlisis no fueron retiradas

de las flores tratadas hasta que los estigmas degeneraron o hasta que éstas fueron colectadas.

Todas las polinizaciones manuales se realizaron 24 horas después de la seleccién y aisla-
miento de las flores. Este periodo es suficiente para que los estigmas se tornen receptivos
(Guzmén-Merodio, 2006; Luna-Ramos, 2006). Las flores receptoras fueron polinizadas por
contacto directo de los estigmas con las anteras de las flores donadoras evitando la presencia

de polen ajeno al utilizado en el experimento.

Inicialmente se identificaron y marcaron entre cincuenta y sesenta flores por tratamiento
por rio, teniendo un total aproximado de 500 flores marcadas en cada poblacién y alrededor
de 1,500 flores marcadas en las tres localidades. En la medida de lo posible se intenté marcar
flores en el mayor nimero de rocas de una misma seccion del rio, intentando mantener una
distribucién homogénea de los nueve tratamientos en dicha seccion. Todas las flores marca-
das estaban al menos $ cm por encima del nivel del rio a la hora del marcaje (entre 10y 11 de

la mafana) para evitar que la corriente las pudiera arrastrar.

Todos los experimentos se montaron lo mas rapido posible en cada una de las localidades

para evitar que alteraciones en el ambiente (temperatura, nivel de los rios, humedad, etc.)
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provocaran cambios en el desarrollo y reproduccién de
las plantas. Los experimentos se realizaron en su totali-
dad entre el 10 y el 14 de enero de 2008 en el caso de Las
Juntas, del 15 al 19 de enero en Los Horcones y del 20 al

23 de enero en Boca de Tomatlan.

Aun con las precauciones tomadas se perdié una propor-
cion variable de las flores marcadas en cada tratamien-
to. Se colectaron entre 30 y 54 frutos por tratamiento
(Detalles en la Tabla 4, en la seccién de Resultados). La
colecta de las flores se llevé a cabo una semana después
de efectuadas las polinizaciones (ocho dias después de
que las flores fueron marcadas, emasculadas y/o ais-

ladas), ya que este lapso es suficiente para que éstas se

Figura 8. 8A. Flores de M. schiedea-
num emasculadas y aisladas durante
la etapa 3 del desarrollo; 8B. Flor de
M. rubrum emasculada y polinizada
después de 24 h de aislamiento, se
observan otras flores aisladas corres-
pondientes a distintos tratamientos;
8C. Flor de M. schiedeanum aislada
después de haber sido polinizada;
8D. Flor de M. schiedeanum al mo-
mento de ser polinizada manualmen-
te, obsérvese que no hay flores con
polen expuesto en la misma zona
para evitar cualquier tipo de conta-
minacion por polen no deseado. La
localidad y la fecha se indican en cada

una de las fotografias.
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sequen externamente, exhibiendo la morfologia y coloracién tipica de los frutos maduros

(Figura 9). Los pedicelos en esta etapa se encuentran lignificados y se presume que existe
obliteracion de los haces vasculares que conectan al fruto con la parte vegetativa de la plan-
ta. Esto hace posible la colecta de frutos inmaduros sin afectar el proceso de maduracién de

las semillas.

Figura 9. 9A. Flores de M. rubrum al
momento de ser colectadas, siete dias
después de la polinizacion. 9B. Frutos
madurosy dehiscentes de M. rubrum.
Notese que la morfologia de las flores
al momento de la colecta y la de los
frutos no difiere notablemente. Los
pedicelos se muestran estrechos y la
coloracion de todas las estructuras ha
cambiado a café oscuro. La localidad
y la fecha se indican en cada una de

las fotografias
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8.2. Trabajo de laboratorio

Los frutos colectados se mantuvieron almacenados a temperatura ambiente durante un
periodo de cuarenta dias, que es el tiempo aproximado de maduracién (Philbrick y Novelo,
1998). Una vez concluido este periodo se dio inicio a las mediciones en frutos y semillas
para detectar si existian diferencias asociadas a los distintos tratamientos y, de ser asi, carac-

terizarlas de acuerdo con los mismos. Los pardmetros analizados fueron los siguientes:
1. Peso de las cépsulas.

2. Longitud y didmetro de las capsulas.

3. Ntmero de évulos por capsula.

4. Ntumero de semillas desarrolladas por capsula.

S. Tamarnio de las semillas desarrolladas.

6. Caracteristicas germinativas de las semillas desarrolladas.

8.2.1. Mediciones de peso, longitud y didametro de las capsulas

Para las mediciones de las capsulas se seleccionaron 30 frutos al azar de cada uno de los tra-
tamientos realizados, midiendo un total de 630 frutos (210 frutos por cada rio). Las medidas
de longitud y didmetro de las cdpsulas se obtuvieron con un vernier digital, mientras que el

peso se obtuvo con una balanza analitica.

Se establecieron las correlaciones entre las tres variables medidas y se realizé un andlisis de
componentes principales. Se eligi6 el componente principal que explicara un mayor porcen-
taje de la variacion entre los tres factores medidos, y se tomé como una nueva variable para
explicar de forma mas integral las diferencias en las caracteristicas del fruto como conse-
cuencia de la poblacién de la que procedia y también como resultado de los tratamientos

realizados. Este componente, renombrado como Fruto, se obtuvo mediante la férmula:

Fruto = (0.903 x Longitud) + (2.501 x Didmetro) + (619.251 x Peso fresco) + (-10.944)
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Los valores de Fruto fueron comparados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para
establecer si existian diferencias significativas entre las tres poblaciones analizadas, y entre
los tratamientos. En los casos donde se obtuvieron diferencias significativas, se realiz6 una
prueba de comparacion de medias independientes de Tukey-Kramer para determinar el

sentido en el que se establecian dichas diferencias.

8.2.2. Numero de 6vulos y semillas presentes por capsula

Para los conteos de évulos y semillas se establecié una muestra inicial de diez frutos por tra-
tamiento; a partir de dicha muestra se establecié el numero de évulos presentes por cdpsula
en cada rio y cada tratamiento. El nimero de semillas desarrolladas por capsula es suma-
mente variable, por lo que se necesité aumentar la muestra inicial de diez frutos y utilizar
todo el material disponible para mejorar la calidad de los datos. La proporciéon évulo/semi-

lla, o seed-set, se establecid para cada uno de los frutos analizados.

En todos los frutos se contd la totalidad de semillas y évulos presentes en cada cdpsula. Las
diferencias en el nimero de évulos entre poblaciones y entre tratamientos se analizaron
mediante una prueba no paramétrica de comparacioén de rangos de Kruskall-Wallis. Esta
misma prueba fue utilizada para comparar el seed-set entre localidades y entre tratamientos,
pero en este caso se aplicd sobre datos transformados mediante la transformacién angular
de Bliss, ya que esta transformacién normaliza los datos que se obtienen como porcenta-
jes o proporciones (Knudsen y Curtis, 1947). Las comparaciones en el seed-set entre rios

se basaron exclusivamente en la proporcion de semillas desarrolladas por las capsulas del
tratamiento Control, ya que éstas reflejan el comportamiento reproductivo natural de las

poblaciones a las que pertenecen.

Las pruebas no paramétricas se utilizaron en todos los casos en los que las variables analiza-
das no presentaron una distribucion normal y/o homocedasticidad, y sélo cuando los datos
no pudieron ser corregidos mediante algtn tipo de transformacién. En los casos en los que
se obtuvieron diferencias significativas se realizé una prueba de comparaciones multiples de
Dunn (1964) para establecer el sentido de las diferencias encontradas. El error tipo 1 para
esta prueba se fijo mediante el método propuesto por Neave y Worthington (1988) y Pett
(1997).
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8.2.3. Tamariio de las semillas

Para establecer el tamano de las semillas desarrolladas se mezclé el contenido de diez frutos
de cada tratamiento. De este conjunto de semillas se seleccionaron cincuenta de forma alea-
toria (tomando en cuenta tinicamente semillas desarrolladas) y se les midié tanto la longi-

tud como el ancho por medio de técnicas de micrometria en un microscopio de luz.

Con los datos de ancho y largo de las semillas se obtuvo un nuevo componente: la Forma,
que se puede ver como la relacién ancho/largo de cada una de las semillas analizadas. Se
realizé un ANOVA sobre el resultado de esta relacion para establecer si las semillas presen-

taban la misma forma en las tres poblaciones.

Una vez comparada la forma de las semillas, se comparé el tamano. Para esto, se realizo el
promedio del largo y ancho de las semillas medidas. Las diferencias en el tamano de las se-
millas se analizaron por medio de una ANOVA para las comparaciones entre poblaciones y
mediante una prueba de Kruskall-Wallis para las comparaciones entre tratamientos. Cuando
se presentaron diferencias significativas se aplicaron pruebas de comparaciones mdltiples de

Tukey-Kramer y de Dunn respectivamente.

Las diferencias en el tamafio de las semillas con respecto a la naturaleza al6gama o autdga-
ma del polen utilizado, se establecié mediante un ANOVA factorial (Poblacién*Origen del

polen). Esta comparacion se basé en el promedio del largo y ancho de las semillas.

8.2.4. Pruebas de germinacion

Para realizar las pruebas de germinacién se utilizaron las mezclas de semillas por tratamien-
tos utilizadas para establecer el tamano de las semillas, seleccionando exclusivamente se-
millas desarrolladas (no vanas ni 6vulos no desarrollados) para ser sembradas en cajas petri
con papel absorbente. Se sembraron 50 semillas por caja y se realizaron tres repeticiones por
tratamiento. Segun Baskin y Baskin (2001), estas repeticiones son suficientes para detectar
diferencias entre tratamientos. Se sembraron 2,550 semillas en total, correspondientes a die-
cisiete tratamientos distintos. De este total, 900 semillas corresponden a los tratamientos de

Tomatlan, otras 900 a tratamientos de Las Juntas y 750 a los tratamientos de Los Horcones.

Se colocé el papel absorbente dentro de las cajas petri y se anadieron 6 mL de agua potable
baja en sales. Este volumen de agua es suficiente para mantener el papel totalmente hiime-
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do sin inundar la caja. Esta decision se bas6 en pruebas previamente realizadas, donde se
comprobé que la madxima germinacion se obtenia sobre superficies totalmente himedas
pero no inundadas. Las semillas fueron colocadas sobre el papel humedecido con ayuda de
una aguja de insulina. Se agregardn 2 mL de agua a cada caja cada tres dias hasta el término

del experimento.

Las cajas se mantuvieron desde el dia de la siembra hasta el final del experimento en una
cdmara de ambiente controlado a una temperatura de 25°C, humedad relativa del 21% y un
fotoperiodo de 16/8. Estas condiciones se asemejan a las establecidas como 6ptimas para la
germinacion de ambas especies, asi como a las condiciones prevalecientes en los rios duran-

te la época de germinacién natural de estas semillas (Reyes-Ortega et al., 2009).

A partir del dia de la siembra, se realizaron observaciones diarias al microscopio estereosco-
pico para establecer el momento de la germinacién de cada una de las semillas. La germina-
cién se estandarizé como el punto en el cual la radicula ha emergido de la cubierta seminal
y ésta tuvo un tamano de por lo menos la mitad de lalongitud de las cubiertas seminales.
Esta medida se tomo debido a la dificultad para visualizar la radicula cuando ésta recién ha
emergido de la cubierta seminal. La germinacion se confirm¢ finalmente una vez observa-
dos los cotiledones y la presencia de tejido fotosintético, las plantulas que murieron antes de
presentar todas estas caracteristicas fueron categorizadas como no germinadas. La germina-

cién de las semillas se siguié durante once dias.

A partir de los datos obtenidos se establecio la capacidad germinativa por rio y por tra-
tamiento. Los resultados de capacidad germinativa se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de comparacion de rangos de Kruskall-Wallis y mediante un analisis de varianza
para muestras con desviaciones independientes, seguida de una prueba de comparaciones

multiples de Dunn.

Para analizar los resultados de la germinacién a lo largo del tiempo entre rios y entre trata-
mientos, se realiz6 un ANOVA con mediciones repetidas. Las comparaciones posteriores
se llevaron a cabo con un anélisis de Tukey-Kramer. Todos los datos de germinacién fueron
corregidos mediante una transformacién angular de Bliss antes de ser utilizados en estos
analisis. Las diferencia en estos mismos resultados con respecto a la naturaleza autégama

o0 alégama del polen se establecieron con un ANOVA factorial de mediciones repetidas
(Poblacién*Origen del polen).
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Para todos los andlisis antes mencionados se incluyeron en primera instancia los nueve

tratamientos propuestos. Cuando los tratamientos Dano por manipulacién I y I no mostra-

ron diferencias significativas con el tratamiento Control correspondiente fueron retiraron
del andlisis, el cual se realizé nuevamente con los siete tratamientos restantes. Lo anterior
se realizé con el fin de tener un resultado menos sesgado, capaz de evidenciar la diferencia

entre los tratamientos de forma mas efectiva.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en JMP 7.0, excepto el ANOVA de mediciones
repetidas, que se realiz6 en Statistica 7.0, y la prueba de Dunn, que se realiz6 de forma ma-

nual.

71



9. Resultados

Todos los resultados presentados a continuacion corresponden al trabajo de campo realiza-
do durante diciembre y enero de 2008. Los correspondientes a 2007 no se presentan debido
a una serie de problemas metodoldgicos que interfirieron con los resultados y provocaron

que los mismos fueran deficientes.

9.1. Fenologia floral y desarrollo del fruto

Ambas especies de Marathrum presentan flores hermafroditas sumamente reducidas, de $
mm de longitud por 2 mm de didmetro como maximo. Estas flores presentan un gineceo
constituido por un ovario bilocular con dos estigmas fusionados en su parte basal. El andro-
ceo estd constituido por una ronda de siete estambres en M. rubrum, y de siete o nueve en
M. schiedeanum. La longitud de estambres y anteras en conjunto es de alrededor de 4 mm.
Las estructuras reproductivas estan desnudas; existen tépalos, pero éstos se encuentran
reducidos a escamas que se insertan entre los estambres y no se distinguen fécilmente a
simple vista. Al momento de la ruptura de la espatela, los pedicelos presentan una longitud

variable que oscila entre S mm y 10 cm aproximadamente.

La fenologia floral y el desarrollo del fruto resultaron muy similares en las dos especies y las
tres poblaciones de Marathrum analizadas. Las flores emergen de la espatela durante la ma-
nana o durante la tarde del dia anterior. Al momento de salir de la espatela, los estigmas atin
no estdn receptivos y las anteras se encuentran indehiscentes. La antesis —considerada como
el momento en el que los estambres se separan de la pared del ovario y se da la dehiscencia
de las anteras- ocurre cerca del medio dia. La dehiscencia de las anteras no ocurre de forma
sincrénica en la misma flor. Al principio solamente una antera presenta polen expuesto
pero, en poco tiempo, la antera adyacente a ésta empieza a abrirse y asi sucesivamente hasta
abarcar todo el verticilo. La mayor cantidad de flores con polen expuesto se puede observar
entre la una y las dos de la tarde; a esta misma hora los estigmas de la mayoria de estas flores
se encuentran receptivos y totalmente cubiertos de polen. Durante la tarde, las anteras de
estas flores quedan vacias de polen y eventualmente se caen. Los frutos permanecen cerra-
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dos alrededor de cuarenta dias, que es el tiempo que tarda el desarrollo de las semillas. Una
vez concluido este lapso, los frutos se abren por dos lineas de dehiscencia longitudinales; los
frutos se abren subitamente, permitiendo que las semillas se dispersen en un radio de unos
quince centimetros. Aun cuando se encontraron grandes cantidades de frutos abiertos en
las tres localidades, no se encontrd una cantidad elevada de semillas en las rocas analizadas.

Tampoco observamos ninguna sefial de germinacién o de presencia de plantulas.

9.2. Identificacion, seleccion y aislamiento de flores para los tratamientos

La identificacion, seleccion y aislamiento de flores se realizé siempre entre diez y once de la
manana. A esta hora del dia las anteras de flores en antesis aun no han liberado sus granos de
polen y, dado que las flores elegidas para los experimentos recién emergieron de la espatela,
la probabilidad de contaminacién por polen local se elimina. El nimero de flores con las
caracteristicas necesarias para ser utilizadas en este estudio fue suficiente en cada una de las

tres poblaciones.

La identificacién y seleccion de flores donadoras de polen se realizé alrededor de las doce
del dia, cuando la mayoria de las flores maduras libera el polen. La identificacién de flores
con anteras dehiscentes result6 sencilla, ya que el color magenta de estas anteras contrasta
con el blanco de los granos de polen recién expuestos. Las flores maduras de dias anteriores
no presentan polen en las anteras, ya que practicamente todo se libera momentos después
de la dehiscencia (principalmente con ayuda del viento) y las anteras se tornan de color
amarillo; esto facilita la distincion entre flores recién abiertas y las remanentes de dias ante-

riores (Ver Figura 10).

Enlas localidades de Los Horcones y Las Juntas se encontré gran cantidad de flores con
anteras dehiscentes. Sin embargo, esto resulté mas complicado en Boca de Tomatlan. En
estalocalidad la mayoria de las flores maduras presentaban anteras maltratadas o podridas,
por lo que la obtencién de polen fue mds complicada. Aunque la corriente no es més fuerte
que en las otras localidades, el nimero de residuos (hojas y ramas principalmente) que ésta
arrastra si lo es; estos residuos se acumulan en las rocas y dificultan el desarrollo de algunas

flores.

Los experimentos se montaron en zonas donde la corriente no golpeara tan fuerte, ya que
muchas flores -aun sin manipulacién- son arrancadas o rotas por la fuerza del rio.
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Figura 10.A. Flores de M. schiedea-
num en Etapa 4, las flechas marcan
dos flores con anteras dehiscentes y
mucho polen expuesto que se libera
en grandes cantidades principalmen-
te con ayuda del viento; este tipo de
flores fue utilizado como donador de
polen; 10B. Flores de M. rubrum en
etapas posteriores a la dehiscencia
de las anteras, la flecha marca una
flor que liber¢ el polen el dia previo,
nétese el cambio de coloracién en
las anteras. La cantidad de granos de
polen en estas flores es muy bajo o

nulo, y no se libera con facilidad.

Las observaciones del desarrollo de las flores en cada localidad evidenciaron que una alta

proporcién de las flores de M. rubrum en Boca de Tomatldn no llegaban a la madurez,

en comparacion con lo que sucede en las otras dos localidades. Muchas de estas flores se

pudren en algin momento del desarrollo después de haber salido de la espatela. Esta es

la razén principal por la que la menor cantidad de frutos recuperados corresponde a esta

localidad (62.89 %). El sitio en el que se recuperd una mayor proporcion de flores durante

la colecta fue en Los Horcones (87.18 %). El rio Las Juntas ocupé un punto intermedio
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(80.81%). En este tltimo caso, la gran mayoria de las pérdidas se debieron a depredacién

por insectos. La variacion en la proporcién de frutos recuperados por tratamiento, dentro de

cada una de las localidades, no refleja ningtin patrén que identifique a alguno de los proce-

sos de manipulacion de las flores como responsable de una alteracién que pudiera derivar

en la pérdida de material (Detalles en la Tabla 4).

Tabla 4. Relacion de flores marcadas y colectadas por localidad y

por tratamiento.
Poblacion Frutos Frutos Tratamientos Frutos Frutos
marcados recuperados marcados recuperados
Control 39 33 (84.6%)
Entrecruza 39 34 (87.2%)
Intersp. Juntas 39 37 (94.9%)
Interpob. Tomatldn 39 35(89.7%)
ﬁ:ﬁgzg)nes 351 (873.(1)2%) Intrapob 39 31(79.5%)
Apomixis 39 34 (87.2%)
Autopolinizacién 39 36 (92.3%)
Dafio emasculacién 39 31(79.5%)
Dafio aislamiento 39 35(89.7%)
Control 62 51(82.3%)
Entrecruza 62 43 (69.3%)
Intersp. Tomatlén 40 31(77.5%)
) Intersp. Horcones 40 34 (85%)
ﬁ:jﬁ:ﬁ:ﬁ"m 422 (8531 g | nmpob 37 35 (94.6%)
Apomixis 37 34 (91.9%)
Autopolinizacion 37 33(89.2%)
Dafio emasculacién 62 46 (74.2%)
Daito aislamiento 44 34(77.3%)
Control S0 32 (64%)
Entrecruza 50 31(62%)
Intersp. Juntas S0 32 (64%)
Interpob. Horcones 50 30 (60%)
],},/igi;;:n 450 6 22 23 %) Intrapob. 50 30 (60%)
Apomixis S0 30 (60%)
Autopolinizacién 50 31(62%)
Dafio emasculacién 50 34 (68%)
Dafio aislamiento 50 33 (66%)
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9.3. Peso, longitud y diametro de las capsulas

Con los resultados de la medicidn de estas tres variables se realiz6 un anélisis de correlacion
(Tabla §) y otro de componentes principales (Figura 11). El componente principal deno-
minado Fruto explicé el 78.92% de la variacion entre las tres variables y fue elegido como

representante de la variacién en las mismas.

Tabla 5. Matriz de correlacion de las variables medidas en frutos de Mara-

thrum. P<0.0001

’ I’ Longitud I’ Didmetro I’ Peso fresco I
| Longitud |[ 1.0000 0.6112 0.7065

Didmetro |- 1.0000 0.7320

Peso fresco 1.0000

Figura 11. A. Scores del andlisis de componentes principales realizado sobre
lalongitud, el didmetro y el peso fresco de frutos de Marathrum. En rojo se
muestran los scores correspondientes a frutos de Los Horcones, en verde
los de Las Juntas y en morado los de Boca de Tomatlan. B. Loadings de los
tres factores analizados sobre los primeros dos componentes del anlisis. Se
observa que los tres factores analizados estan fuerte y positivamente relacio-

nados con el valor Fruto.
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La longitud de las capsulas no varié entre las distintas poblaciones. Sin embargo, el didme-
tro, el peso fresco y el valor Fruto si presentaron diferencias entre éstas (Ver Tabla 6). El
andlisis de Tukey-Kramer demostr6 que los frutos mds grandes corresponden a Boca de
Tomatlan (M. rubrum); seguidos en orden descendente por los de Las Juntas (M. schiedea-
num); y los de Los Horcones (M. rubrum), que fueron los menores. El patrén de tamafio de
los frutos entre poblaciones se mantiene sin importar si se analizan los caracteres de forma
separada (didmetro y peso fresco) o si se analizan en conjunto a través del valor Fruto (Ver

Gréficas 1y 2).

Tabla 6. Caracteristicas de los frutos de Marathrum (longitud, didmetro, peso

fresco y Fruto) y sus diferencias entre las tres localidades estudiadas.

M. rubrum M. schiedeanum || M. rubrum
i F@,627) P
Los Horcones Las Juntas Tomatlin
N 210 210 210
Longitud 4961 mm 4.876 mm 5.026 mm
077 0.0468
( Desv. Est.) (£0.691) (£0.562) (+0.606) 30775
Diametro 1.748 mm 1.853 mm 1.949 mm
966 0.0001
( Desv. Est.) (£0.217) (£0.206) (20.217) 99667 ©
Peso fresco 2.603 mg 3.021 mg 3.309 mg
1.2554 0.0001
(+Desv.Est) | (+0916) (+0.883) (£0.961) 31.255 <
Fruto -0.48217 -0.03616 0.51833
23. .0001
(+ Desv. Est.) (£0.0252) (£0.0252) (£0.0252) 39056 <0.000

Las caracteristicas de los frutos no presentaron diferencias entre los distintos tratamientos al

interior de cada una de las poblaciones (detalles en Anexo 1). Los frutos se desarrollaron de

forma similar independientemente del grado de manipulacién y del origen del polen utiliza-

do, incluso en ausencia de polinizacién.
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Gréfica 1. Caracteristicas de los
frutos de Marathrum (peso fresco,
longitud y didmetro) en las tres po-

W . rubrum (Los Horcones)

blaciones estudiadas. Las barras de M. schizdeanum (Las Juntas)

error corresponden a la desviaciéon ] = 1. rubrum (Tomatldn)
estandar.

5

o I

.

[ T T

Pesafresco (mg) Longitud {mm) Diametro (mm)

Grafica 2. Diferencias en el valor

Fruto (que representa la variacion 3 ' WM. rubrum [Los Horcones)
en peso y tamafio de los frutos) M. schiedeanum (Las Juntas)
entre las tres poblaciones de Ma- : _ B . rubrum (Tomatlan)
rathrum estudiadas. Las barras de 1 4 A
[ B
error corresponden a la desviacion -E
estandar. Las letras corresponden & 07 ¢
alos distintos niveles obtenidos 1 4
a partir de una prueba de Tukey- i
Kramer. -2 ‘
-3
Poblaciones

9.4. Numero de 6vulos y semillas presentes por capsula

9.4.1. Niimero de 6vulos

El numero de frutos analizados por tratamiento en cada localidad, asi como el numero de
6vulos, semillas y el seed-set se muestran en la Tabla 7 y en la Grafica 3. La diferencia entre
el nimero de frutos analizados por rio y por tratamientos, se explica por las diferencias en la
cantidad de material disponible. El seed-set y el nimero de semillas por cdpsula se obtuvie-
ron exclusivamente a partir de capsulas del tratamiento control.Las diferencias en el nimero
de évulos por fruto entre los tratamientos de una misma localidad no resultaron significati-

vas en ninguna de las tres localidades.
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Tabla 7. Diferencias en el nimero de 6vulos, semillas y en el seed-set de cép-

sulas de Marathrum para todos los tratamientos realizados en las tres localida-

des estudiadas. El nimero de 6vulos se obtuvo a partir de los frutos de todos los

tratamientos realizados (N Poblacién), mientras que el ndmero de semillas y el

seed set se calculé a partir de los frutos del tratamiento control (N Control).

Poblacién Ovulos Semillas Seed-set _ || Tratamientos Jvulos emillas eed-set
(Ng (Desv. Est. ) || (Desv. Est.) || (Desv. Est.) (N% Desv. Est.) ?Desv, Est.) zls)t?sv
Control 920.6 313.381 0.332
21 (£200.045) | (+287.546) | (£0.304)
Entrecruza 917.8 62.273 0.067
(22) (£249.892) | (£176.116) | (+0.190)
Intersp. Juntas 992.8
(9" (£129.796) |0 0
ZL”(;S’ ”ﬁ’fg”r‘gnes 934.843 313381 0.332 Interpob. Tomatldn | 980.3 37.281 34
193) (£174.896) | (£287.546) | (£0.304) | (32) (£259.471) | (£174.43) | (£0.164)
Intrapob 879.3 23292 26
(24) (£118011) | (£46.038) | (£0.052)
Apomixis 939.1
&) (+119.833) |0 0
Autopolinizacion 914 1452 0.161
(£95.305) (£223.712) | (£0.254)
Control 600.1 242.973 0.394
(37) (£135213) | (£228.54) | (£0.361)
Entrecruza 650.3 35.095 0.057
(£106.407) | (£89.089) | (£0.141)
Intersp. Tomatlan 614 80.077 0.126
(£122.381) | (£122.382) | (x0.191)
ﬁ;fﬁff:s“”“m 642.171 242,973 0.394 Intersp. Horcones | 693.9 151.863 0.201
(17g) (£125.035) | (+228.54) (£0.361) 22) (£148204) | (+211.503) | (£0.269)
Intrapob. 639.7 153.965 0.231
(29) (£124.336) | (£179.351) | (£0.26)
Apomixis 668.5
) (+118902) |© 0
Autopolinizacién 628.7 130.542 0.19
(24) (£129.773) | (£203.927) | (£0.289)
Control 1031.9 357.5 0.343
(16) (£149.511) | (£391.768) | (+£0.366)
Entrecruza 1054.3 27.143 0.024
(1) (£318483) | (£60.116) | (+0.046)
Intersp. Juntas 1147.9 45.25 0.043
(16) (£242.631) | (+101.057) | (£0.087)
M. rubrum (Interpob. Hor-
! 1023.972 357.5 0.343 1084.3 165.2 0.136
(sznﬁﬂan (£247.729) | (£391.768) | (+0.366) Eggsfs}) (£204.046) | (£308.052) | (£0.240)
Intrapob. 958. 206.2 0.229
(15) (£286.451) | (£276.071) | (£0.289)
Apomixis 863.4
(26) (+263.637) |© 0
Autopolinizacion 1018.7 283.526 72
(19) (£211.981) | (£330.491) | (£0.315)
x2(z) 101.402 0.1937
p <0.0001 0.9077
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Grafica 3. Numero de ¢vulos y se-
millas desarrolladas por localidad.
Las letras corresponden a niveles
definidos a partir de la prueba de
Dunn para el nimero de 6vulos
por cépsula y para el seed-set; las
localidades con la misma letra no
son significativamente diferentes.
Las barras de error corresponden

al error estandar de la media.
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9.4.2 Numero de semillas.

El niimero de semillas producidas fue sumamente bajo y
altamente variable en todos los tratamientos de las tres po-
blaciones. Los patrones de produccion de semillas pueden
observarse de forma general en la Tabla 7 y con mayor

detalle en la Tabla 8.

Los frutos del tratamiento de apomixis no produjeron
semillas en ninguna de las tres poblaciones. Se puede des-
cartar la ocurrencia de procesos apomicticos en M. rubrum
y M. schiedeanum, cuando menos bajo las condiciones
experimentales establecidas en este estudio. Tampoco se
produjeron semillas en la cruza heteroespecifica Los Horco-
nes x Las Juntas (receptor x donador). En todos los demés
tratamientos se presentaron algunos -aunque pocos- frutos
con bastantes semillas, incluyendo las cruzas heteroespe-
cificas restantes. Cuando algun fruto presenté menos de
diez semillas (seed-set por debajo del 0.0015), éstas no se

tomaron en cuenta, ya que dichas semillas pudieran estar



asociadas con algun tipo de error durante el desarrollo de los experimentos, como la conta-

minacién con polen no detectada en campo o la contaminacién con semillas de algun otro

tratamiento en el laboratorio.

Tabla 8. Diferencias en el seed-set entre los distintos tratamientos realizados. Los tratamientos marcados con

asteriscos (**) son aquellos que presentaron un seed-set significativamente diferente de cero de acuerdo con una

prueba de Dunn (a=0.00139). Se muestra también la proporcién de cipsulas por tratamiento que presentaron un

seed-set de cero, mayor a 0.5, mayor a 0.75 y mayor a 0.9.

Seed-set
Poblacién Tratamiento N x2(6) P
0% >50% || >75% | >90%
Control™* 21 0.19 0.333 | 0.095 |0
Entrecruza 22 0.591 [0.045 0045 |0
Intersp. Juntas 39 |1 0 0 0
M. rubrum .
Interpob. Tomatlan 32 0.875 | 0.031 0.031 | 0.031 | 78921 | <0.0001
Los Horcones
Intrapob. 24 10542 |0 0 0
Apomixis 30 1 0 0 0
Autopolinizacion** 25 |0.44 (012 008 |0
Control** 37 0.216 | 0.378 | 0.243 | 0.081
Entrecruza 21 0.667 |0.048 |0 0
" Intersp. Tomatlin 13 | 0308 |0.077 |0 0
]Lvi‘:;u:f::"“m Intersp. Horcones™ |22 |0.364 | 0.136 | 0.091 |0.045 |51.863 | <0.0001
Intrapob.** 29 ]0.379 | 0.207 | 0.034 |0
Apomixis 33 1 0 0 0
Autopolinizacion™* 24 0.5 0.208 | 0.083 |0
Control™* 16 0.187 | 0.312 | 0.187 | 0.187
Entrecruza 21 0476 |0 0 0
Intersp. Juntas 16 |0.687 |0 0 0
M. rubrum
] Interpob. Horcones 10 |04 0.2 0 0 41.836 | <0.0001
Tomatlian
Intrapob.** 15 0.267 | 0.267 | 0.067 |0
Apomixis 26 1 0 0 0
Autopolinizaci(')n** 19 0.421 | 0.368 | 0.053 |0

El seed-set no vari6 entre las tres poblaciones de Marathrum (ver Tabla 7 y Grifica 3), pero

si entre los distintos tratamientos en las tres localidades (Tabla 8). En la mayoria de los

casos, la produccién de semillas no fue significativamente distinta de cero. Solamente los

controles y las pruebas de autopolinizacion presentaron un seed-set relativamente elevado

en las tres poblaciones.
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La escasa produccion de semillas no puede ser adjudicada a la utilizacién de polen heteroes-
pecifico, ya que este mismo fendmeno se present6 de forma consistente en polinizaciones
manuales de naturaleza conespecifica y en las pruebas de entrecruza. La falta de produccién
de semillas se manifesté de forma constante en la mayoria de los tratamientos que incluian
emasculacion. Sin embargo, las pruebas de dano por manipulacion resultaron significativa-
mente distintas de cero en todos los casos (resultados no mostrados), por lo que el proble-

ma podria estar asociado con la manipulacién del polen.

A partir de estos resultados podemos establecer que la produccién de semillas por medio
de autofecundacioén es significativamente superior a la produccién de semillas a través de
procesos de entrecruza, aunque este tipo de procesos no estdn ausentes en las poblaciones

de Marathrum.

9.5. Tamano de las semillas

Para establecer el tamano de las semillas se midi6 el largo y el ancho de un total de 850
semillas, correspondientes a 300 semillas por localidad y 50 semillas por tratamiento. Las
semillas corresponden a seis tratamientos ya que el tratamiento de apomixis no desarrollé
semillas en ningtn caso. El total de semillas medidas para Los Horcones fue de 250, debido
al nulo desarrollo de semillas en la cruza heteroespecifica Los Horcones x Las Juntas. Para
las mediciones sélo se utilizaron semillas viables o llenas (no vanas). A partir de las medicio-
nes de largo y ancho se realiz6 un anilisis de correlacion (0.6285, P<0.0001) y se obtuvo el
promedio de ambas variables como un estimador del tamano de la semilla. Los detalles de
estas mediciones por localidad se encuentran en la Tabla 9 y en la Gréfica 4. Los resultados

obtenidos entre los distintos tratamientos se muestran a detalle en la Tabla 10y en la Gréfica S.

Las semillas de las tres poblaciones presentan distinta forma (F=5.8629 (2, 547), P=0.003).

La forma se puede ver como la relacién ancho/largo de la semilla. Las semillas de Tomat-
lan difieren significativamente de las semillas de las otras dos localidades, presentando una
forma esférica que contrasta con la forma mads alargada presente en las otras dos localidades.
Debido a esta variacion en la forma, se compar6 el tamano de las semillas entre poblaciones

con base en el promedio de las dimensiones medidas. Las capsulas con semillas mas grandes
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se presentan en Las Juntas y las mds pequenias en Los Horcones. Las semillas de Tomatldn

no difieren significativamente de las otras poblaciones (Grafica 4).

350

250
200
Ly

150

100

Tabla 9. Caracteristicas de las semillas de Marathrum (largo, ancho y prome-

dio) y sus diferencias entre las tres localidades estudiadas.

Largo

M. rubrum M. schiedeanum || M. rubrum
F(2 P
Los Horcones || Las Juntas Tomatlin (2,847)
N 250 300 300
Largo 262.29 ym 269.35 um 257.12 ym
(+Desv.Est.) || (£26.11) (+34.39) (+3087) | 11828 | <0.0001
Ancho 158.79 ym 165.19 ym 169.77 ym
(+Desv.Est) | (+2683) | (+23.07) (+2018) | 1>175 | <0001
Promedio 210.54 ym 21727 ym 21345 ym
1 . 1
(+Desv.Est) ||(:2315) | (x2661) (+2407) | 138 | 0006
Gréfica 4. Diferencias en el tamafio
de las semillas entre las tres locali-
B A aB dades de Marathrum. Se muestran
I los grupos obtenidos a partir de
W LosHorcones una prueba de Tukey-Kramer sobre
I Lasuntas los promedios del largo y ancho.
= Tematian Los grupos que no comparten la
misma letra son significativamente
diferentes.
Ancho Promedio

Con respecto a las diferencias entre tratamientos por rio, encontramos que las semillas més

grandes estan asociadas a las cruzas interespecificas e interpoblacionales, mientras que los

controles presentan semillas de tamano muy pequeno de forma consistente en los tres rios

(Detalles en la Tabla 10 y Gréfica 5).
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Tabla 10. Caracteristicas de las semillas de Marathrum (largo, ancho y pro-

medio) y sus diferencias entre todos los tratamientos realizados en las tres

distintas poblaciones. Las diferencias mostradas se basan en el promedio de

las mediciones de largo y ancho.

Largo (pm) Ancho (ym) || Promedio (pm)
Poblacién Tratamiento 2 (gl. P
(+ Desv.Est.) || (+ Desv.Est.) || (£ Desv. Est.) 1 (el
Control 246 (£ 16.67) 134.25 (£ 14.47) | 190.12 (+ 13.11)
Entrecruza 243.75 (£34.26) | 133.2(+21.08) 188.47 (+£19.64)
M. rubrum -
Interpob. Tomatldn | 273.15 (+20.89) | 179.1 (+18.9) 226.12 (+18.41) 152.39 (4) | <0.0001
Los Horcones
Intrapob. 270.15 (£16.84) | 173.55(+20.5) | 221.85(x13.77)
Autopolinizacién 2784 (£14.97) | 173.85(+826) | 226.12(%9.5)
Control 2259 (+18.9) 1452 (£ 11.42) | 185.55 (+12.61)
Entrecruza 279.6 (£17.99) | 1692 (£10.94) | 224.4(+13.02)
M. schiedeanum || Intersp. Tomatldn 289.95 (£19.26) | 168.84 (£9.48) 229.39 (+10.9)
190.93 (5) | <0.0001
Las Juntas Intersp. Horcones | 300.6 (+40.08) | 187.8(£22.98) | 244.2 (+29.89)
Intrapob. 24375 (£127) | 1443 (£11.39) | 194.02 (£ 10.1)
Autopolinizacion 2763 (£ 14.64) | 1758 (£27.03) | 226.05(+16.62)
Control 246.15(£33.94) | 1557 (£ 16.77) | 200.92 (+23.33)
Entrecruza 267 (£24.67) 1824 (£ 12.44) | 2247 (+17.31)
M. rubrum Intersp. Juntas 271.95 (£ 12.01) | 187.05 (+10.76) | 229.5 (+10.22)
[ £ 98.30 (s) | <0.0001
Tomatlédn Interpob. Horcones | 275.7 (+ 19.14) 17145 (£10.71) | 223.57 (+13.25)
Intrapob. 2499 (£29.44) | 170.7 (£19.73) | 210.3 (£23.77)
Autopolinizacién | 232.05 (£34.4) | 151.35(£20.25) | 191.7 (£26.41)

Gréfica SA. Comparacion del
promedio largo-ancho de las
semillas de M. rubrum del rio
Los Horcones. Los grupos iden-
tificados con una A son signifi-
cativamente mds grandes que

los grupos marcados con B. Las
barras de error corresponden a la

desviacion estandar.
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Grafica SB. Comparacion del
promedio largo-ancho de las
semillas de M. schiedeanum del
rio Las Juntas. Los grupos iden-
tificados con una A son signifi-
cativamente més grandes que

los grupos marcados con B. Las
barras de error corresponden a la

desviacion estandar.

Grifica SC. Comparacion del
promedio largo-ancho de las
semillas de M. rubrum del rio
Los Horcones, localidad de Boca
de Tomatldn Los grupos iden-
tificados con una A son signifi-
cativamente mas grandes que

los grupos marcados con B. Las
barras de error corresponden ala

desviacion estandar.

A partir del re arreglo de los tratamientos con base en el origen del polen, se determiné que
existen claras diferencias en el tamano de las semillas en relacién con este factor. Las semi-
llas de origen alégamo presentaron un tamano mds grande que las semillas autégamas en los

tres rios (Tabla 11, Grafica 6).
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Tabla 11. Diferencia en el tamario de las semillas en relacién con el origen

del polen utilizado para su fecundacion en tres poblaciones de Marathrum.
Se muestran los resultados de un ANOVA multifactorial que incorpora ala
poblacién de origen y al origen del polen como posibles responsables de la

variacion en el tamafio de las semillas.

Promedio dellargo y ancho de las semillas
(+ Desv. Est.)

Poblacién Frutos fe;zlrrl:::z: 52; frzlsn princi- || Frutos f;calirrlllc:lcizi Ef;gzcr)rllzn princi-
M. rubrum 21225 pym 208.12 pym
Los Horcones (£24.20) (£21.28)
M. schiedeanum 223.01 pym 205.8 pm
Las Juntas (£25.51) (£25.09)
M. rubrum 222.02 ym 196.31 um
Tomatlin (+18.24) (£25.22)
Fuente de variacion gl F P
Rio 2 3.8195 0.0223

| Origen del polen 1 87.8498 <0.0001
Rio x Origen del polen 2 13.9381 <0.0001

Grafica 6. Diferencia en el pro-
medio de minimos cuadrados del
tamano del fruto entre tratamien-
tos fecundados con polen mayor-
mente al6gamo y mayormente
autégamo. Las diferencias se
mantienen en el mismo sentido
en las tres poblaciones de Mara-

thrum.

Al evaluar la variacién en el tamafio de las semillas y en el nimero de semillas desarrolla-
das, se obtuvo una correlacion negativa de -0.6406 entre estos factores (P<0.0001). Esta
correlacion se realizé a partir de los promedios de semillas desarrolladas y del tamano de las
semillas por tratamiento.
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9.6. Germinacion de las semillas

Todas las semillas desarrolladas a partir de los tratamientos resultaron viables, con una capa-
cidad germinativa elevada (Grafica 7) y un comportamiento germinativo similar al reporta-

do anteriormente para estas especies (Reyes-Ortega, et al., 2009).

Después de once dias de observacion, el 98.58% de las semillas sembradas habia germinado.
No hubo diferencias significativas en la capacidad germinativa entre las semillas observadas
de las tres poblaciones de acuerdo a una prueba de Kruskal-Wallis (y: 2)=1.461, p=0.4817) y
aun ANOVA de Welch para desviaciones estdndar desiguales (F2,41.638=0.9917, p=0.3795).

Grifica 7. Capacidad germinativa

102 98.19% 99.16% 98.33%

101
100 semillas de todos los tratamien-
59
58
57
96 Las barras de error corresponden
55
54
53
52
X

de Marathrum. Se analizaron

tos que produjeron semillas en

las tres localidades seleccionadas.

ala desviacién estandar.

% de germinacion

Loz Horcones Tomatlan Las Juntas

Estos valores altos de germinacion se mantuvieron dentro de cada uno de los tratamientos.
No hubo diferencias significativas entre los tratamientos en ninguna de las tres localidades
(detalles en Anexo 1). Todos los anilisis se realizaron sobre los datos transformados me-
diante la transformacién angular de Bliss.

De acuerdo con los datos obtenidos, la germinacién en las dos especies de Marathrum
comienza alrededor del dia tres post imbibicién. E1 50% de germinacion se alcanza entre los
dias cuatro y cinco, alcanzando el 100% de su capacidad germinativa hacia el dia ocho. Enla
Gréfica 8 se muestra la germinacién diaria y en la Gréfica 9 la germinacién acumulada de las
semillas de todos los tratamientos por localidad. De acuerdo con un ANOVA con medicio-
nes repetidas, el comportamiento germinativo difirié entre las tres localidades estudiadas
alo largo de los once dias de observacion (F(16,384)=24.624, P<0.0001). Estas diferencias se

dan desde el primer dia en el que hay germinacién (dia tres post imbibicién) y se mantienen
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hasta el dia nueve post-imbibicién. La germinacién de semillas de las tres poblaciones se
iguala en el dia diez (F248)=1.894, P=0.16) y once (F248)=0.724, P=0.489) post imbibicién.
Las semillas de Boca de Tomatlédn y de Las Juntas tienen un comportamiento germinativo
similar que difiere con respecto al de los Horcones, cuyas semillas germinaron de forma mds

lenta y gradual en comparacién con las otras dos poblaciones.

En las Gréficas 10A-D se muestran las caracteristicas germinativas de las semillas de Los
Horcones, incluyendo: la germinacién diaria general (A), la germinacién acumulada (B), la
germinacién diaria para cada uno de los tratamientos (C) y la germinacién acumulada para
cada uno de los tratamientos (D). Las caracteristicas germinativas de Las Juntas y Boca de

Tomatldn se muestran de forma similar en las Graficas 11A-D y 12A-D respectivamente.

70
60 ﬁ
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o A
)'

—#— Loz Horcones
Tomatldn

—dr— L as luntas

30

% de germinacion

20

10

Grafica 8. Germinacidn diaria de semillas de Marathrum en las tres localida-

des estudiadas.

Se realiz6 un ANOVA con mediciones repetidas para establecer la presencia de diferencias
significativas en el comportamiento germinativo entre los distintos tratamientos dentro de
cada poblacidn; este comportamiento difirié a lo largo del tiempo en Los Horcones (Gréfica
10C y D), Las Juntas (Gréfica 11Cy D) y Boca de Tomatlédn (Grafica 12C y D). Las diferen-
cias entre cada uno de los tratamientos se establecié mediante una prueba de Tukey-Kramer.
Estas diferencias no fueron consistentes entre poblaciones con respecto a los tratamientos

que presentaron una germinacion mds rapida o mas lenta.

En los Horcones, los tratamientos de autopolinizacidn yentrecruza germinaron de forma
lenta, siendo significativamente distintos del Control y de la Cruza Intrapoblacional, que
presentaron una velocidad de germinacién mayor, y de la Cruza Interpoblacional con To-
matldn, que fue el tratamiento que germiné mads rapido. Estas diferencias en la germinacién
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Grafica 9. Germinacidn acumulada de semillas de Marathrum en las tres

localidades estudiadas.

se presentaron desde el primer dia de germinacién (tercer dia post imbibicién) hasta el dia
nueve post imbibicién. El dia diez (F10=1.411, P=0.29) y once (F(410=0.601, P=0.67) post

imbibicién presentaron patrones de germinacion similar en todos los tratamientos.

En las Juntas, el tratamiento cruza interespecifica con Los Horcones, germiné de forma mads
lenta que los demas tratamientos. Los controles germinaron de forma lenta al principio,

pero se igualaron a los demds tratamientos para el dia ocho de las observaciones. Los demis
tratamientos germinaron de forma similar. Las diferencias entre tratamientos se presentaron

desde el inicio de la germinacién hasta el final de las observaciones.

En Boca de Tomatldn el tratamiento Control fue el que present6 una germinacién mas
lenta, y fue significativamente distinto de los tratamientos Prueba de Autopolinizaciony
Cruza Intrapoblacional, que presentaron una velocidad de germinacién intermedia, y de los
tratamientos Cruza Interpoblacional con Los Horcones, Cruza Interspecifica con Las Juntas
y Prueba de Entrecruza, que presentaron una velocidad de germinacién més elevada con
relacion a los otros. Las diferencias entre tratamientos se mantuvieron desde el inicio de la

germinacién (tres post imbibicién) hasta el final de las observaciones.

Al reordenar los datos con respecto al origen del polen que fecundé a las semillas, se ob-
servo que aquellas producidas por polen mayoritariamente alégamo germinaron de forma
mas rdpida que las semillas producidas por polen mayoritariamente autégamo, en cada
poblacién (Gréfica 13) y alo largo de todo el tiempo de observacién en las tres poblaciones
(Grafica 14).
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Grafica 10A. Germinacion diaria
de semillas de Marathrum rubrum
del rio Los Horcones. Las barras de
error corresponden a la desviaciéon

estdndar.

Grafica 10B. Germinacién acumula-
da de semillas de Marathrum rubrum
del rio Los Horcones. Las barras de
error corresponden a la desviaciéon

estdndar.

Gréfica 10C. Germinacidn diaria de
semillas correspondientes a cinco
tratamientos realizados en Mara-

thrum rubrum del rio Los Horcones.

Gréfica 10D. Germinaciéon acumu-
lada de semillas correspondientes a
cinco tratamientos realizados en Ma-
rathrum rubrum del rio Los Horco-
nes. Se muestra el resultado del efec-
to Dias*Tratamiento de un ANOVA

con mediciones repetidas.
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Gréfica 11A. Germinacién diaria de
semillas de Marathrum schiedeanum
del rio Las Juntas. Las barras de
error corresponden a la desviaciéon

estdndar.

Gréfica 11B. Germinacién acumula-
da de semillas de Marathrum schie-
deanum del rio Las Juntas. Las barras
de error corresponden a la desvia-

cién estandar.

Grafica 11C. Germinacién diaria de
semillas correspondientes a seis tra-
tamientos realizados en Marathrum

schiedeanum del rio Las Juntas.

Gréfica 11D. Germinacion acumu-
lada de semillas correspondientes a
seis tratamientos realizados en Mara-
thrum schiedeanum del rio Las Juntas.
Se muestra el resultado del efecto
Dias*Tratamiento de un ANOVA

con mediciones repetidas.
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Gréfica 12A. Germinacion diaria
de semillas de Marathrum rubrum
de Boca de Tomatlan. Las barras de
error corresponden a la desviacion

estandar.

Gréfica 12B. Germinacién acumula-
da de semillas de Marathrum rubrum
de Boca de Tomatlan. Las barras de
error corresponden a la desviacion

estandar.

Griafica 12C. Germinacién diaria de
semillas correspondientes a seis tra-
tamientos realizados en Marathrum

rubrum de Boca de Tomatldn.

Gréfica 12D. Germinacién acumu-
lada de semillas correspondientes a
seis tratamientos realizados en Mara-
thrum rubrum de Boca de Tomatl4n.
Se muestra el resultado del efecto
Dias*Tratamiento de un ANOVA

con mediciones repetidas.
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Grifica 13. Diferencias en los por-
centajes de germinacién (datos con
transformacion angular de Bliss)
entre semillas producidas por fecun-
dacién con polen autégamo y con
polen alégamo en las tres poblacio-
nes de Marathrum. Se muestra el re-
sultado del efecto Poblacion*Origen
del polen de un ANOVA con medi-

ciones repetidas.

Grafica 14. Diferencias en los porcen-
tajes de germinacion de semillas de
las tres poblaciones de Marathrum
producidas por fecundacién con
polen autégamo y alégamo alo

largo del periodo de observacién.

Se muestra el resultado del efecto
Dias*Origen del polen de un ANO-

VA con mediciones repetidas.
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10. Discusion de los Resultados

10.1. Diferenciacion morfologica de las poblaciones

Las poblaciones de Marathrum estudiadas presentaron una gran cantidad de polimorfismos
a todo nivel. Aunque esto podria dificultar la distincion entre plantas de distintas especies

y la clasificacion de individuos, esto no sucede con M. rubrum y M. schiedeanum. Ambas
especies pueden distinguirse de forma efectiva en el campo a partir de varias caracteristicas.
De acuerdo con observaciones realizadas en las poblaciones estudiadas y en otras localida-
des cercanas donde también encontramos a M. rubrumy a M. schiedeanum, se verificé que
la morfologia de las estructuras vegetativas de Marathrum -como forma y coloracién de

las hojas- es sumamente variable. Incluso podria decirse que la morfologia de estas plantas
difiere entre todas las localidades visitadas, aunque existe cierta “coherencia” morfolégica al
interior de una misma localidad. Las plantas de cada una de las localidades visitadas podrian
verse como una raza local, aunque antes es necesario identificar si hay factores ambientales
que estén determinando la diferenciacién morfoldgica a esta escala espacial y si el grado de
variacion entre poblaciones tiene correspondencia genética. El patrén de diferenciacion ob-
servado - mucha mayor diferenciacion entre poblaciones que entre individuos de la misma
poblacién- corresponde claramente con el tipo de estructuracion caracteristico de especies

principalmente autégamas (Schoen y Brown, 1991)

Aun con esta variacién morfoldgica, existen constantes que permiten identificar y distinguir
(aunque no siempre de forma fécil) a M. rubrumy M. schiedeanum. La morfologia de las tl-
timas divisiones foliares es la principal de estas constantes (Novelo y Philbrick, 1993, 1997).
Las tltimas divisiones foliares de M. rubrum son mucho més delgadas (0.02-0.06 mm) y
menos ordenadas (Jager-Ziirn et al., 2007) que las que presenta M. schiedeanum (0.18-0.6
mm). Ya sea que estas estructuras se vean como pinnas (Novelo y Philbrick, 1993), o como
proyecciones de una lémina ensiforme altamente modificada ( Jiger-Ziirn et al., 2007), su

forma y ordenamiento son claves en la definicién de estas dos especies.

Por otro lado, la coloracién caracteristica de M. rubrum mencionada por Philbrick y Novelo
(1993) no es un buen carécter diagndstico para la especie, ya que algunos individuos no la
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presentan y, ademds, es ficil encontrar individuos dentro de las poblaciones de M. schiedea-
num con una coloracion rojiza similar a la que presenta M. rubrum. Otras especies cercanas
a Marathrum, como Vanroyenella plumosa, también exhiben un patrén de coloracién foliar

que puede variar entre individuos dentro de una misma poblacién.

10.2. Caracteristicas de los frutos

La variabilidad que presentan los caracteres medidos fue menor al interior de las poblacio-
nes que entre las mismas, por lo que se puede distinguir claramente entre las tres poblacio-
nes elegidas con base en el tamanio de los frutos. Los de M. rubrum en Boca de Tomatlan
son los mas grandes, seguidos de los frutos de M. schiedeanum en las Juntas y por ultimo
los frutos de M. rubrum de Los Horcones. Cabe mencionar que la variabilidad en el peso y

didmetro de los frutos es la que establece esta categorizacion.

La caracterizacion de las diferencias en las poblaciones estudiadas hace ver que puede existir
una mayor diferenciacién morfolégica entre poblaciones de la misma especie que entre
poblaciones correspondientes a especies distintas. En este caso particular, las dos poblacio-
nes de M. rubrum presentan tanto los frutos més grandes (Boca de Tomatlan), como los mas
pequeios (Los Horcones). Esta variacion refleja la gran plasticidad fenotipica caracteristica
de la familia, incluso en caracteres de alto valor taxonémico y selectivo, como puede ser

el caso de las estructuras reproductivas (van der Pijl y Dodson, 1966; Sivarajan y Robson,
1991). Los estudios realizados no permiten conocer si el origen de la variacién en los frutos
de Marathrum es provocada por diferencias genéticas, ambientales o por una combinacién

de ambas.

El desarrollo de los frutos no se vio afectado por ninguna de las variables manipuladas en los
tratamientos realizados. Este se dio de forma idéntica en las tres poblaciones, apegandose al

modelo descrito por Philbrick y Novelo (1998) para M. rubrum.

El desarrollo de frutos en el tratamiento prueba de apomixis, demostré que éstos se desarro-
llan incluso en ausencia de polinizacion, por via partenocérpica. El proceso partenocarpico
presente en las especies de Marathrum estudiadas se conoce como partenocarpia vegetativa
0 auténoma, ya que no se requiere del estimulo de la polinizacién para que se inicie el desa-

rrollo carpelar. Cuando dicho estimulo es un prerrequisito, se dice que la partenocarpia es
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inducida (Gustafson, 1942). La presencia de partenocarpia en Podostemaceae ya habia sido

reportada por Philbrick (1984) en su estudio con Podostemum ceratophyllum.

10.3. Produccion y caracteristicas de las semillas

La variacion en la produccion de semillas es un factor de gran importancia, ya que esté di-
rectamente relacionado con la adecuacién de las plantas y es frecuentemente utilizada como
un estimador de la misma (Primack y Kang, 1989). Debido a que M. rubrum y M. schiedea-
num son dos especies que difieren significativamente en el numero de 6vulos presentes por
flor (Philbrick y Novelo, 1997), y a que se comprob¢ la variabilidad en dicho nimero atin
entre poblaciones de la misma especie -Los Horcones y Boca de Tomatlan-, se eligié com-
parar las proporciones de semillas desarrolladas a partir del total de 6vulos por fruto, y no el

nudmero total de semillas desarrolladas.

El numero de semillas desarrolladas en todos los casos fue muy bajo comparado con los
estudios realizados por Philbrick y Novelo (1997, 1998). Esta comparacion es importante,
ya que la manipulacion de las flores para el establecimiento de los distintos tratamientos de
este estudio se basé en la metodologia utilizada por estos autores. Existen varias posibles
explicaciones para la baja proporcién de semillas obtenida. En primer lugar, se debe tener
en cuenta la posible variacion temporal en los recursos disponibles o destinados a la repro-
duccién en Marathrum. Philbrick y Novelo (1998) realizaron estudios de campo en 1992 y
1995 para determinar la importancia de la autopolinizacién y la entrecruza en M. rubrum,
reportando que existe variacion en el nimero de semillas producidas por flor en una mis-
ma poblacién durante dos afos consecutivos; el seed-set de 1992 fue mucho mayor que el
de 1995 en todos sus tratamientos (0,7 17y 0.458, respectivamente en controles) ,aunque
no pudieron determinar la razén de estas diferencias. El seed set reportado para 2008 en el
presente trabajo es més bajo que el reportado para 1992 y 1995 (0.332 en controles de M.
rubrum de Los Horcones), pero la relacion entre tratamientos equivalentes (pruebas de
autopolinizacién, pruebas de entrecruza y controles) se mantiene entre este estudio y los de

dichos autores.

Es posible que la variacién en la produccién de semillas no s6lo ocurra de un ano a otro,
sino a lo largo de la temporada reproductiva como consecuencia de los cambios en la
concentracion de nutrientes en los rios, o como consecuencia del propio ciclo de vida de
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Marathrum. Si este fuera el caso, los resultados no pierden validez, ya que las variaciones
temporales en el ambiente afectan de forma similar a toda la poblacién y, probablemente, a

todas las poblaciones de la misma zona y a todos los tratamientos y los controles.

En segundo lugar, se debe tener en cuenta una posible alteracion en la produccién de semi-
llas como consecuencia de un factor no considerado dentro de los tratamientos prueba de
dano por manipulacién Iy IT; por ejemplo, una posible pérdida de la viabilidad del polen
utilizado en las polinizaciones manuales. Se menciona esta variable ya que aunque la baja
produccion de semillas se expresé como un fenémeno generalizado, es claro que los tra-
tamientos més afectados fueron aquellos que requirieron de donadores alégamos (intra o
interespecificos).Sin embargo, la probabilidad de haber utilizado polen no viable es bastante
baja por distintos factores: (1) el polen utilizado se trasladé de un sitio a otro en intervalos
no mayores a media hora; (2) no sélo se transportaron flores dehiscentes, sino porciones
completas de la planta que contenian flores con anteras en etapas previas a la dehiscencia y
que abrieron momentos antes de realizadas las polinizaciones; (3) el polen de Marathrum se
libera en estado bicelular (Guzman-Merodio, 2006), lo que generalmente determina un me-
tabolismo mas lento y una vida mds prolongada del grano de polen posterior a la dehiscen-
cia (Shivanna, 2003); (4) las polinizaciones manuales se realizaron en periodos de recepti-
vidad del estigma (Guzman-Merodio, 2006; Luna-Ramos, 2006); (5) en estudios previos se
aseguro la viabilidad de polen sometido a las mismas condiciones mediante la observacion
de tubos polinicos en M. rubrum y M. schiedeanum (Luna-Ramos, 2006). Todas estas pre-
cauciones deberian asegurar la viabilidad del polen en experimentos de polinizacién manual
(Stone, et al., 1995), pero aunque no fuera asi, todo el polen utilizado fue sometido a las
mismas condiciones para asegurar que las diferencias en los resultados de las polinizaciones
manuales estuvieran exclusivamente relacionadas con el origen genético de los donadores,
por lo que los resultados no pierden validez. Por ultimo, también es probable que la baja
produccion de semillas sea producto de la combinacion de las dos condiciones menciona-
das —variacion temporal en la capacidad reproductiva e inviabilidad de los granos de polen-,

pero como ya se estableci6, ninguna de éstas afecta diferencialmente a los tratamientos.

A pesar de la variacion encontrada, pudimos establecer algunas generalidades de los siste-
mas reproductivos de Marathrum. En primer lugar, la ausencia de semillas en plantas no
polinizadas es una clara muestra de que no hay desarrollo de semillas por via apomictica en
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ninguna de las especies, por lo menos en ausencia del estimulo de polinizaciéon. En segundo
lugar, se observé que el sistema reproductivo de Marathrum es mixto, habiendo un aporte au-
téogamo y un aporte alégamo en el desarrollo de las semillas, aunque los resultados presenta-
dos indican que la autogamia tiene una mayor importancia en la produccién de semillas en

las tres poblaciones analizadas.

Se observé que los tratamientos en los que se utilizé una mayor proporcion de polen alé-
gamo (ya sea en polinizaciones manuales o naturales), las semillas presentaron un mayor
tamano. Esto podria referirnos a la ocurrencia de heterosis o vigor hibrido (Birchler, et al.,
2003) en las poblaciones de Marathrum. Sin embargo, no podemos estar seguros de que este
fenémeno sea el responsable de la variacion en el tamafio de las semillas. Un posible factor
de confusion es el hecho de que los tratamientos con polen mayormente autégamo (contro-
les y prueba de autogamia) presentaron seed-sets mas elevados que los demas tratamientos.
Si existe un compromiso entre el seed-set y la cantidad de recursos asignados a cada semilla,

el tamano de las semillas podria estar en funcién de dicho compromiso.

Se observo el desarrollo de semillas hibridas producto de cruzas heteroespecificas bidirec-
cionales. La proporcién de semillas hibridas desarrolladas fue muy baja. Sin embargo, esta
proporcion se asemeja a la de semillas desarrolladas a partir de polinizaciones conespeci-
ficas. En el tnico caso donde no se encontré desarrollo de semillas hibridas fue en el trata-
miento de la cruza heteroespecifica de Los Horcones x Las Juntas (receptor x donador); sin
embargo, esto no es indicador de un sistema de incompatibilidad unidireccional ya que la
cruza heteroespecifica Tomatldn x Las Juntas se constituye a partir de la misma especie do-
nadora (M. schiedeanum) y la misma especie receptora (M. rubrum), y si presenta desarrollo
de semillas. Ademads, existe evidencia previa de que los granos de polen de M. schiedeanum
de las Juntas son capaces de germinar y crecer en estigmas de M. rubrum de Los Horcones
(Luna-Ramos, 2006). Debido a la baja y variable produccién de semillas entre tratamientos
y controles, es posible ver la ausencia de semillas hibridas en esta cruza como consecuencia

de un tamano de muestra demasiado pequeno.

10.4. Caracteristicas de la germinacion

La germinacion en M. rubrum y M. schiedeanum fue recientemente descrita por Reyes-
Ortega et al. (2009). En dicho trabajo se identificé a las semillas de ambas especies como
fotoblasticas positivas, con ausencia de latencia, con una temperatura de germinacién opti-
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ma entre 20 y 30 grados centigrados, y con una alta tasa de germinacién. Estos resultados se
ven ratificados en el presente estudio. El comportamiento germinativo también fue igual a

lo largo del tiempo.

Reyes-Ortega et al. (2009) mencionan que la velocidad de germinacién es mayor en M.
rubrum que en M. schiedeanum; sin embargo, a partir de los resultados expuestos en este
trabajo, observamos que dicha afirmacién no puede tomarse como una generalizacion.
Estos autores trabajaron con las poblaciones de Marathrum de Las Juntas y Los Horcones,

y por lo tanto, sus resultados coinciden con los aqui presentados, pero al tomar en cuenta
nuevas poblaciones -Boca de Tomatlan en este caso-, dichas afirmaciones no necesariamen-
te se sostienen. Si comparamos exclusivamente la velocidad de germinacién entre Boca de
Tomatlan y Las Juntas, por ejemplo, podriamos concluir erréneamente que ésta es igual en

ambas especies.

Con respecto al comportamiento germinativo entre tratamientos para cada una de las pobla-
ciones, observamos que la variacién no se presentd de forma consistente; los tratamientos
que presentaron una mayor velocidad de germinacién en algunos casos, tuvieron caracte-
risticas contrarias en otros, por lo que resulta dificil hacer algun tipo de generalizacion con
respecto a la forma en la que afect6 un determinado tratamiento al proceso de germinacion.
Por otro lado, el hecho de que tratamientos con polen genéticamente similar (cémo es el
caso entre los tratamientos control y cruza intrapoblacional en Las Juntas) presentaran
diferencias significativas, nos puede referir a que dichas diferencias podrian verse como una
consecuencia de factores ajenos a las caracteristicas especificas del polen utilizado. El name-
ro de frutos utilizados como proveedores de semillas para esta parte del estudio fue variable
y generalmente bajo (debido a la baja produccién general de semillas); esto hace posible
que las diferencias en la germinacién observadas entre los distintos tratamientos propuestos
pudiera verse mas bien como una diferencia en la adecuacidn a nivel individual. Es nece-
sario llevar a cabo nuevos experimentos en los que se observe la variacion en el comporta-

miento germinativo a nivel individual dentro de las poblaciones estudiadas.

Los tratamientos fecundados con polen de naturaleza alégama presentaron una germina-
cién mds répida en contraste con los tratamientos mayormente autégamos. Como ya se

discutio en el caso del tamano de las semillas, esto podria ser consecuencia de un fenémeno
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de heterosis o bien estar relacionado con un compromiso entre el seed-set y la cantidad de

recursos asignados a cada semilla.

Aun cuando la variacion en el comportamiento germinativo entre tratamientos se vio rati-
ficada por pruebas estadisticas, es necesario considerar qué tanta importancia tiene dicha
heterogeneidad en un sentido bioldgico y si esta pudiera afectar la adecuacién de las plantas
en su ambiente natural. Después de todo, la germinacién alcanzé el 100% en todos los casos
en menos de diez dias, superando el 50% en la capacidad germinativa entre el dia cuatro y el

dia seis post imbibicion.

10.5. Diferencias entre los sistemas reproductivos de las tres poblaciones

A partir de las observaciones realizadas, podemos asegurar que el principal vector para la
polinizacién en M. rubrumy M. schiedeanum es el viento (polinizacién anemofila) (Cook,
1988). Las anteras dehiscentes liberan répidamente una gran cantidad de polen al primer
contacto con cualquier brisa; la mayor parte del polen liberado cae en los estigmas de la
misma flor y una menor proporcion se aleja rdpidamente de las anteras, siendo muy proba-
ble -dada la alta densidad de flores por roca- que se posicione en otra flor de la misma roca o

incluso en flores correspondientes a plantas de otra roca cercana.

Es necesario mencionar también que en las rocas donde se desarrollan plantas de Mara-
thrum y otras especies de Podostemaceae habita una gran cantidad de insectos, principal-
mente coledpteros. Estos insectos estdn en constante contacto con las flores y frecuente-
mente se les puede ver con polen adherido al cuerpo. Dada la estructura de la flor, con un
perianto sumamente reducido, estos animales entran muy fécilmente en contacto directo
con las estructuras reproductivas y por lo tanto con el polen (Murguia-Sénchez et al., 2002).
En Boca de Tomatlan logramos observar algunas abejas con comportamiento de poliniza-
dor en contacto con flores de M. rubrum. Aunque no es el objetivo de este trabajo establecer
el sistema de polinizacion especifico de Marathrum, las observaciones realizadas sugieren
que este sistema es principalmente anemofilo, aunque no se puede descartar cierto grado de

entomofilia, como lo menciona Cook (1988) para otros miembros de la familia.

Okada y Kato (2002) establecieron el sistema de polinizacién de veinte especies de Po-

dostemaceae a partir de la relacion polen/6vulo. De acuerdo al método utilizado por estos

100



autores, el logaritmo de polen/6vulo puede indicar si la especie es alégama —si dicho valor
es mayor a 2.5- o autégama —si el resultado es menor a 2.0-. Si seguimos este método uti-
lizando los valores promedio de polen reportados por Philbrick y Novelo (1998) para M.
rubrum (579,3361249,907) y los valores promedio de nimero de 6vulos reportados en este
estudio, obtenemos valores de 2.8 para Los Horcones, 2.9 para Las Juntas y 2.7 para Boca de
Tomatldn. Sorpresivamente, estos valores apuntan claramente a la presencia de un sistema
alégamo en Marathrum, lo que contradice toda la evidencia expuesta en este trabajo. Aun-
que los resultados de este estudio carecen de datos sobre el nimero de granos de polen por
flor, cabe mencionar que de acuerdo con los datos que presentamos en relacion al nimero
de 6vulos por flor, el conteo de polen deberia estar por debajo de los 100,000 granos por
flor en todos los casos para evidenciar la prevalencia de autogamia en Marathrum mediante
el modelo de Okada y Kato. Es necesario realizar conteos de granos de polen por flor en
Marathrum para verificar estos resultados, ya que el modelo antes mencionado fue validado
por sus autores mediante observaciones en campo y ha sido aplicado exitosamente en otros

estudios de polinizacién en Podostemaceae (Kholsa y Sehgal, 2009).

10.6. Compatibilidad interespecifica entre M. rubrum y M. schiedeanum

La compatibilidad reproductiva entre M. rubrum y M. schiedeanum queda establecida a
partir de los resultados presentados en este trabajo. La produccién de semillas en cruzas
interespecificas demuestra la ausencia de barreras de incompatibilidad precigéticas y post-
cigéticas, por lo menos actuando hasta el momento de la germinacion. A pesar de esto, la
compatibilidad entre ambas especies podria estar restringida por fenémenos posteriores a la
germinacion como la esterilidad de los hibridos o el colapso hibrido, que puede impedir Ia
formacién de una segunda generacién de plantas hibridas (Grant, 1989). Esto no se puede
corroborar ya que, como es bien sabido, ha sido imposible la obtencién de plantas adultas
de Podostemaceae en condiciones de laboratorio (Mohan Ram y Sehgal, 1997; Castillo-
Sanchez, 2007). Atin teniendo en cuenta estas posibles restricciones a la generacién de po-
blaciones hibridas entre M. rubrum y M. schiedeanum, la introgresién genética entre especies
es una posibilidad clara, sobre todo en poblaciones donde ambas especies muestran una
distribucion simpdtrica o parapatrica. Como en la localidad de Las Juntas y Los Veranos, en
el Municipio de Cabo Corrientes, Jalisco, donde confluyen los rios Los Horcones (dénde
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se distribuye M. rubrum) y Los Veranos (donde se distribuye M. schiedeanum) y se pueden
encontrar plantas de ambas especies separadas por pocos metros, haciendo posible el inter-
cambio de polen. En estos casos, se podria mantener la identidad genética de las especies

por otros medios de aislamiento, como por ejemplo, la competencia gamética de granos de

polen (Riesberg y Carney, 1988).

Es necesario tener en cuenta que las caracteristicas de estas plantas podrian permitir la
subsistencia de hibridos en las poblaciones a través de reproduccion vegetativa y mediante
estructuras de perennacion; por lo que las fallas reproductivas que se pudieran presentar

en una primera generacion de hibridos, no necesariamente impedirian la permanencia de
hibridos interespecificos en zonas de simpatria. Dada la ausencia de barreras reproductivas
entre M. rubrumy M. schiedeanum, es posible pensar en que en realidad existan hibridos de
ambas poblaciones, pero que estos mantengan las caracteristicas de los morfos parentales.
Este escenario es posible sin importar la naturaleza taxonémica de M. rubrum y M. schiedea-

num.

La ausencia de diferencias en la produccién, viabilidad y/o comportamiento germinativo
de las semillas hibridas con respecto a las semillas producidas a partir de cruzas conespeci-
ficas puede verse como una igualdad en la adecuacion de hibridos y las especies parentales.
Aunque estas caracteristicas solo representan una fraccion del ciclo de vida de las plantas, la
variacion en caracteres que se expresan en etapas tempranas del ciclo de vida de una planta
puede tener importantes consecuencias adaptativas, lo que hace de ésta, una etapa critica

para muchos organismos (Charlesworth, 1980; Kalisz, 1989).

Aunque los resultados presentados no especifican la naturaleza taxondmica de las especies
de Marathrum estudiadas, el hecho de que ambas sean variedades ambientales o ecotipos de
la misma especie continda siendo una posibilidad. Para resolver este problema, es necesario

llevar a cabo estudios genéticos en las poblaciones de ambas especies de Marathrum.
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11. Conclusiones

Se comprob6 que Marathrum rubrumy M. schiedeanum son inter compatibles. La ausencia
de barreras reproductivas entre estas especies permite la formacion de semillas hibridas via-
bles, con caracteristicas similares a las presentes en semillas producidas por cruzas legitimas.
Las cruzas heteroespecificas fueron capaces de generar semillas viables en todos los casos
menos en la cruza entre M. rubrum de Los Horcones (especie receptora) y M. schiedeanum
de Las Juntas (especie donadora), lo cual podria ser consecuencia de deficiencias en el

manejo del polen utilizado.

Se comprob¢ la ausencia de procesos apomicticos en M. schiedeanum y M. rubrum. De esta
forma se comprueba que todas las semillas producidas por los fruto de estas especies son

producto de un evento de reproduccion sexual.

El sistema reproductivo en ambas especies es mixto, con una mayor proporcion de semillas
producidas por via autdgama que por via alégama. Se considera que la polinizacién ocurre

predominantemente por via aérea, aunque no se descarta un aporte entomofilo.

Las semillas producidas en las tres poblaciones presentan una capacidad germinativa el-
evada, muy cercana al 100%. La viabilidad de las semillas no se vio afectada por la naturaleza

del polen usado en ninguno de los experimentos.

Se observo una gran variabilidad morfolégica en los caracteres reproductivos analizados, no
sélo entre especies, sino entre poblaciones de la misma especie. Otras observaciones confir-

man que este polimorfismo afecta también a las estructuras vegetativas de Marathrum.
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Las semillas de Marathrum producidas por via autdgama presentan deficiencias en tamano y
comportamiento germinativo con respecto a las semillas producto de alogamia. Esto podria
deberse ala presencia de heterosis o vigor hibrido 0 a un compromiso entre el seed-set y los

recursos destinados a cada semilla.

Es necesario llevar a cabo estudios genéticos para resolver la situacion taxondmica de M.
rubrumy M. schiedeanum, pero también de otras especies de Marathrum de México y Cen-

troamérica.
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13. Anexo 1. Pruebas estadisticas

Caracteristicas de los frutos

ANOVA Longitud de los frutos entre rios

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Rio 2 2.38264 1.19132 3.0775 0.0468

Error 627 242.71888 0.38711

Total 629 245.10152

ANOVA Diametro de los frutos entre rios

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Rio 2 4275234 2.13762 46.9667 <0.0001

Error 627 28.536960 0.04551

Total 629 32.812194

ANOVA Peso fresco de los frutos entre rios

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Rio 2 0.00005296 0.000026 31.2554 <0.0001

Error 627 0.00053124 8.473e-7

Total 629 0.00058421

ANOVA Fruto entre rios

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Rio 2 105.5177 52.7589 23.9056 <0.0001

Error 627 1383.7653 2.2070

Total 629 1489.2830

Tukey-Kramer HSD. Fruto entre rios

q* Alpha

2.34929 0.05
Abs(Dif )-LSD Tomatldn Juntas Horcones
Tomatlan -0.34060 0.21390 0.65991
Juntas 0.21390 -0.34060 0.10541
Horcones 0.65991 0.10541 -0.34060

Los valores positivos muestran pares de medias significativamente diferentes.
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Nivel Media

Tomatlin A 0.5183330
Juntas B -0.0361624
Horcones C -0.4821706

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

ANOVA Fruto entre tratamientos. Rio Los Horcones

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Tratamientos 6 18.36498 3.06083 1.1993 0.3081

Error 203 518.09599 2.55220

Total 209 536.46097

ANOVA Fruto entre tratamientos. Rio Las Juntas

Fuente GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Tratamientos 6 8.98308 1.49718 0.7652 0.5981

Error 203 397.19331 1.95662

Total 209 406.17639

ANOVA Fruto entre tratamientos. Boca deTomatlan

Fuentes GL Suma de Cuadrados F Prob>F
cuadrados medios

Tratamientos 6 9.36727 1.56121 0.7340 0.6227

Error 203 431.76065 2.12690

Total 209 441.12792

Numero de ovulos

Kruskal-Wallis nimero de évulos entre rios

Nivel N Suma de Rango (Media-Media0)/
rangos medio Desvest0

Las Juntas 70 3263.00 46.614 -9.929

Los Horcones 70 8845.00 126.357 3.516

Tomatlan 70 10047.0 143.529 6412

Aproximacién por x2

2 GL P>x2

101.4006 2 <0.0001
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Prueba de Dunn. Numero de 6vulos entre rios

Par
Juntas-Horcones
Juntas-Tomatlan

Horcones-Tomatldn

Dif. rangos

110.69
142.96

32.271

Dif. desvest t (Dr/Dd)
12.2678 9.023
12.2678 11.653*
12.2678 2.630"

*Pares de medias con diferencias significativas (a =0.033, z de tabla=2.12)

Nivel
Tomatlan
Horcones
Juntas

A

Media
1022.7
934.8429
642.1714

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis nimero de 6vulos entre tratamientos. Rio Los Horcones

Nivel N
Control 10
Entrecruza 10
Intersp BT 10
Intrasp LH 10
Intrapob 10
Apomixis 10
Autopol 10
Aproximacién por x2
2 GL
3.6166 6

Suma de
rangos
336.000
298.000
437.000
375.500
298.500
387.000
353.000

Prob> y2
0.7284

Rango (Media-Media0)/
medio Desvest0

33.6000 -0.311

29.8000 -0.948

43.7000 1.368

37.5500 0.336

29.8500 -0.940

38.7000 0.529

35.3000 -0.025

Kruskal-Wallis niumero de 6vulos entre tratamientos. Rio Las Juntas

Nivel N
Control 10
Entrecruza 10
Intersp BT 10
Intersp LH 10
Intrapob 10
Apomixis 10
Autopol 10
Aproximacién por y2
2 GL
4.1575 6

Suma de
rangos
280.500
384.500
296.500
420.500
338.500
408.000
356.500

Prob> y2
0.6554

Rango (Media-Media0)/
medio Desvest0

28.0500 -1.242

38.4500 0.487

29.6500 -0.974

42.0500 1.091

33.8500 -0.269

40.8000 0.881

35.6500 0.017
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Kruskal-Wallis nimero de 6vulos entre tratamientos. Boca de Tomatlan

Nivel N
Control 10
Entrecruza 10
Intersp 10
Intrasp 10
Intrapob 10
Apomixis 10
Autopol 10
Aproximacién por x2
2 GL
7.2708 6

Suma de
rangos
358.000
384.000
450.000
407.000
313.000
230.000
343.000

Prob> y2
0.2965

Semillas desarrolladas

Kruskal-Wallis Seed-set entre rios

Nivel N
Las Juntas 47
Los Horcones 21
Tomatlan 16
Aproximacién por x2
2 GL
0.1937 2

Suma de
rangos
1422

753

600

Prob> y2
=0.9077

Rango

medio

35.8000
38.4000
45.0000
40.7000
31.3000
23.0000
34.3000

Rangos
medios
38.4324
35.8571
37.5000

(Media-Media0)/
Desvest0

0.042

0.478

1.586

0.864

-0.697

-2.090

-0.193

(Media-Media0)/
Desvest0

0.359

-0.409

0.000

Kruskal-Wallis Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Rio Los Horcones

Nivel N
Control 21
Entrecruza 22
Intersp L] 39
Intrapob 24
Interpob BT 32
Apomixis 30
Autopol 25

Aproximacion por x2

b GL
789214 6
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Suma de
rangos
3260.00
2342.50
2710.50
2587.50
2601.00
2085.00
3134.50

Prob> y2
<0.0001

Rango
medio
155.238
106.477
69.500
107.813
81.281
69.500
125.380

(Media-Media0)/
Desvest0

6.351

1.059

-4.319

1.270

-2.186

-3.682

3416



Prueba de Dunn. Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Rio Los Horcones

Par

Control -Entrecruza
Control-Intersp L]
Control-Intrapob
Control-Interpob BT
Control -Apomixis
Control-Autopol
Entrecruza-Intersp L]
Entrecruza-Intrapob
Enrecruza-Interpob BT
Entrecruza-Apomixis
Entrecruza-Autopol
Intersp LJ-Intrapob
Intersp LJ-Interpob BT
Intersp LJ-Apomixis
Intersp LJ-Autopol
Intrapob-Interpob BT
Intrapob-Apomixis
Intrapob-Autopol
Interpob BT-Apomixis
Interpob BT-Autopol
Apomixis-Autopol

*Pares de medias con diferencias significativas (a =

Nivel
Control
Autopol
Entrecruza
Interpob BT
Intrapob
Intersp L]
Apomixis

> >

Dif. rangos

62.69
105.19
62.44
91.346
105.19
38.59
42.5
0.25
28.656
42.5
24.1
4275
13.844

0

66.6
28.906
42.75
23.85
13.844
52.756

66.6

anan

Dif. desvest

21.0043887
18.6350465
20.5725343
19.3352639
19.5889708
20.3796194
18.357692

20.3216403
19.0680972
19.3253118
20.1263208
17.8619618
164217217
16.7196977
17.6394275
18.5913193
18.8550391
19.6752029
17.4967358
18.3776189

18.6443617

Media

t (Dr/Dt)

2.98461436
5.6447404*
3.0351146*
4.7243213*
5.3698584*
1.89355845
231510584
0.01230216
1.50282431
2.19918832
1.19743694
2.39335413
0.84302975
0
3.7756327*
1.5548116
22672984
121218572
0.7912333
2.87066569

3.5721255*

0.00139, z de tabla=3.01)

0.33195882
0.16143069

Soogouodg

0.06663524
0.0341435S
0.02638954
0.00000000
0.00000000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Rio Las Juntas
Nivel N
Control 37
Entrecruza 21
Intersp BT 13
Intersp LH 22
Intrapob 29
Apomixis 33
Autopol 24
Aproximacién por x2
2 GL
51.8630 6

Suma de
rangos
4568.00
1474.00
1257.00
2181.00
2955.50
1501.50
2173.00

Prob> y2
<0.0001

Rango
medio
123.459
70.190
96.692
99.136
101914
45.500
90.542

(Media-Media0)/
Desvest0

4.718

-1.993

0.515

0.943

1.446

-5.845

0.057
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Prueba de Dunn. Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Rio Las Juntas

Par
Control-Entrecruza
Control-Intersp BT
Control-Intersp LH
Control-Intrapob
Control-Apomixis
Control-Autopol
Entrecruza-Intersp BT
Entrecruza-Intersp LH
Entrecruza-Intrapob
Entrecruza-Apomixis
Entrecruza-Autopol
Intersp BT-InterspLH
Intersp BT-Intrapob
Intersp BT-Apomixis
InterspBT-Autopol
Intersp LH-Intrapob
Intersp LH-Apomixis
Intersp LH-Autopol
Intrapob-Apomixis
Intrapob-Autopol
Apomixis-Autopol

Dif. rangos
72.824
38.381
33.783
29.953
104.919
44.877
34.443
39.041
42.871
32.095
27.947
4.598
8.428
66.538
6.496
3.83
71.136
11.094
74.966
14.924

60.042

Dif. desvest
19.2048498
22.66313

18.9243613
17.4332972
16.8305619
18.4232337
24.8065039
21.4447342
20.1411277
19.6217478
21.0038262
24.5899946
23.4618037
23.0174759
24.2064438
19.8738577
19.3473043
20.7476724
17.8915227
19.3972758

18.8574196

t (Dr/Dd)
3.7919588*
1.69354365
1.78515933
1.71814888
6.2338382*
2.43589159
1.38846651
1.82054017
2.12853027
1.63568507
1.3305671

0.18698662
0.35922217
2.89076006
0.2683583

0.19271548
3.676791*

0.53471058
4.1900290*
0.76938639

3.1839987*

*Pares de medias con diferencias significativas (a =0.00139, z de tabla=3.01)

Nivel
Control
Intrapob
Intersp LH
Autopol
Intersp BT
Entrecruza
Apomixis

> >

[e~Ble-Bloclio~ o]

Media

0.39361877
0.23089280
0.20153305
0.19045583
0.12560528
0.05728340
0.00000000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Boca de Tomatlan
Nivel N
BTLH 10
Control 16
Entrecruza 21
Intersp L] 16
Intrapob 15
Apomixis 26
Autopol 19
Aproximacién por x2
b GL
41.8358 6
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Suma de
rangos
682.000
1448.50
1191.00
814.500
1196.00
871.000
1423.00

Prob>x2
<0.0001

Rango

medio

68.2000
90.5313
56.7143
50.9063
79.7333
33.5000
74.8947

(Media-Media0)/
Desvest0

0.619

3.728

-0.808

-1.447

2.232

-4.988

1.861



Prueba de Dunn. Proporcion de semillas desarrolladas entre tratamientos

Boca de Tomatlan

Par

Interpob LH-Control
Interpob LH-Entrecruza
Interpob LH-Intersp L]
Interpob LH-Intrapob
Interpob LH-Apomixis
Interpob LH-Autopol
Control-Entrecruza
Control-Intersp L]
Control-Intrapob
Control-Apomixis
Control-Autopol
Entrecruza-Intersp L]
Entrecruza-Intrapob
Entrecruza-Apomixis
Entrecruza-Autopol
Intersp LJ-Intrapob
Intersp LJ-Apomixis
Intersp LJ-Autopol
Intrapob-Apomixis
Intrapob-Autopol
Apomixis-Autopol

Dif. rangos Dif. desverst
28.413 18.6770804
13.805 17.8013732
21.712 18.6770804
14.5 18.9150146
439 17.2403819
8.153 18.1010807
42.218 15.3749435
50.125 16.3808832
13913 16.6516599
72.313 14.7217787
20.26 15.7209772
7.907 15.3749435
28.305 15.6631202
30.095 13.5936134
21.958 14.6698561
36.212 16.6516599
22.188 14.7217787
29.865 15.7209772
584 15.0224903
6.347 16.0029237
52.053 13.9837963

t (Dr/Dd)
1.52127631
0.77550197
1.16249432
0.76658677
2.5463473
0.4504151
2.74589626
3.0599693
0.83553232
4.9119743
128872396
0.51427831
1.80711121
221390731
149681086
2.17467809
1.50715483
1.89969108
3.887504
0.39661503
3.7223797

*Pares de medias con diferencias significativas (a« =0.00139, z de tabla=3.01)

Nivel

Control A
Autopol A
Intrapob A
Interpob LH A
Intersp L]

Entrecruza

Apomixis

o=Blocllv~ o]

Media

0.34286646
0.27254292
0.22888134
0.13592817
0.04270579
0.02364087
0.00000000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Tamano de las semillas

ANOVA forma de las semillas entre rios

Fuente GL
Rio 2

Error 847
Total 849

Suma de Cuadrados
cuadrados medios
0.384414 0.192207
27.7676800.032784

28.152093

Tukey-Kramer HSD forma de las semillas entre rios

*

q
2.34784

Abs(Dif )-LSD
Tomatlan
Los Horcones

Las Juntas

Alpha

0.05

Tomatlan
-0.03471
0.00492

0.01201

Los Horcones

0.00492
-0.03802

-0.03100

F

5.8629

Las Juntas
0.01201
-0.03100

-0.03471

Los valores positivos muestran pares de medias significativamente diferentes.

Prob>F

0.0030
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Nivel

Tomatlin A
Los Horcones

Las Juntas

Media

0.66262481
B 0.62130019
B 0.61590038

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

ANOVA largo de las semillas entre rios

Fuente GL
Rio 2

Error 847
C. Total 849

Suma de
cuadrados
22576.02
808282.54
830858.56

Cuadrados F
medios

11288.0 11.8287
954.3

Tukey-Kramer HSD largo de las semillas entre rios

*

q
2.34784

Abs(Dif)-LSD
Las Juntas
Los Horcones
Tomatlan

Alpha
0.05

Las Juntas
-5.92191
0.849046
6.303088

Los Horcones Tomatlan
0.849046 6.303088
-6.48713 -1.0459S5
-1.0459S5 -5.92191

Los valores positivos muestran pares de medias significativamente diferentes.

Nivel

Las Juntas A
Los Horcones
Tomatlan

Media

269.35000
B 262.29000
B 257.12500

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

ANOVA ancho de las semillas entre rios

Fuente GL
Rio 2

Error 847
C. Total 849

Suma de
cuadrados
16487.37
460134.46

476621.83

Cuadrados F
medios

8243.69 15.1747
543.25

Tukey-Kramer HSD ancho de las semillas entre rios

*

q
2.34784

Abs(Dif )-LSD
Tomatlan
Las Juntas
Los Horcones

Alpha
0.05

Tomatlan
-4.4681
0.116902
6.298819

Las Juntas Los Horcones
0.116902 6.298819
-4.4681 1.713819
1.713819 -4.89456

Los valores positivos muestran pares de medias significativamente diferentes.
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<0.0001

Prob>F
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Nivel

Tomatlan A
Las Juntas

Los Horcones

C

Media

169.77500
165.19000
158.79000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

ANOVA promedio del tamaiio de las semillas entre rios

Fuente GL
Rio 2

Error 847
C. Total 849

Suma de
cuadrados
6288.70
518342.73
524631.43

Cuadrados F Prob>F
medios

3144.35 5.1380 0.0061*
611.97

Tukey-Kramer HSD promedio del tamafio de las semillas entre rios

*

q
2.34784

Abs(Dif)-LSD
Las Juntas
Tomatlan

Los Horcones

Alpha
0.05

Las Juntas
-4.7423
-0.9223
1.756236

Tomatlan Los Horcones
-0.9223 1.756236
-4.7423 -2.06376
-2.06376 -5.19493

Los valores positivos muestran pares de medias significativamente diferentes.

Nivel
Las Juntas A
Tomatldn A

Los Horcones

Media
217.27
B 21345
B 210.54

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis. Promedio del tamaino de las semillas entre tratamientos

Rio Los Horcones
Nivel N
Control S0
Intrapob 50
Interpob S0
Entrecruza 50
Selfing 50
Aproximacién por x2
b GL
152.3918 4

Suma de
rangos
2774.5
8038
8676
2912
8974.5

Prob> y2
<0.0001

Rango (Media-Media0)/
medio Desvest0

55.49 -7.664

160.76 3.860

173.52 5.257

58.42 -7.363

179.49 5.910
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Prueba de Dunn. Promedio del tamafio de las semillas entre tratamientos
Rio Los Horcones

Par
Control-Intrapob

Control-Interpob BT

ControlEntrecruza
Control-Autopol

Intrapob-Interpob BT
Intrapob-Entrecruza

Intrapob-Autopol

Interpob BT-Entrecruza

Interpob BT-Autopol
Entrecruza-Autopol

Dif. rangos

105.85
120.02
221
123.62
14.17
103.64
17.77
117.81
3.6
12141

Dif. desvest

14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954
14.4625954

t (Dr/Dd)
7.3188799

8.2986487

0.15280798
8.5475667*
0.97976882
7.1660719*
1.22868679
8.145840*

0.24891798
8.3947587*

*Pares de medias con diferencias significativas (a =0.005, z de tabla=2.57)

Nivel
Interpob BT
Autopol
Intrapob
Control
Entrecruza

A
A
A

B
B

Media
0.653363
0.615353
0.419921

-1.298809

-1.381002

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis. Promedio del tamaino de las semillas entre tratamientos

Rio Las Juntas
Nivel

Control
Intrapob
Intersp BT
Intersp LH
Entrecruza
Autopol

N

S0
S0
S0
S0
S0
S0

Aproximacion por x2

X2
190.9321
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GL

S

Suma de
rangos
2113.5
3419.5
10012.5
11235.5
9178.0
9191.0

Prob> y2
<0.0001

Rangos
medios
42270
68.390
200.250
224.710
183.560
183.820

(Media-Media0)/
Desvest0
-9.679
-7.343

4.449

6.636

2.956

2979



Prueba de Dunn. Promedio del tamafio de las semillas entre tratamientos

Rio Las Juntas

Par Dif. rangos Dif. desvest t (Dr/Dd)
Control-Intrapob 23 17.3493516 132569796
Control-Intersp BT 154.1 17.3493516 8.8821763

Control- Intersp LH 181.98 17.3493516 10.489152

Control -Entrecruza 139.54 17.3493516 8.0429518

Control —Autopol 141.46 17.3493516 8.1536188

Intrapob-Intersp BT 131.1 17.3493516 7.5564783

Intrapob-Intersp LH 158.98 173493516 9.1634348

Intrapob-Entrecruza 116.54 17.3493516 6.7172539

Intrapob-Autopol 118.46 17.3493516 6.8279208

Intersp BT-Intersp LH 27.88 17.3493516 1.60697648
Intersp BT-Entrecruza 14.56 17.3493516 0.83922445
Intersp BT-Autopol 12.64 17.3493516 0.72855749
Intersp LH-Entrecruza 4244 17.3493516 244620093
Intersp LH-Autopol 40.52 17.3493516 2.33553397
Entrecruza-Autopol 1.92 17.3493516 0.11066696

*Pares de medias con diferencias significativas (a =0.0033, z de tabla=2.72)

Nivel Media

Intersp A 1.533469
Intersp A 0.726906
Selfing A 0.626080
Entrecruza A 0.503704
Intrapob B -1.049738
Control B -1.426351

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Kruskal-Wallis. Promedio del tamaino de las semillas entre tratamientos
Boca de Tomatlan

Nivel N Suma de Rangos (Media-Media0)/
rangos medios Desvest0
Interpob S0 9109.5 182.190 2.834
Intersp S0 10542.5 210.850 5.398
Control S0 5088.0 101.760 -4.359
Intrapob S0 7044.0 140.880 -0.860
Entrecruza S0 9653.5 193.070 3.807
Selfing 50 37125 74.250 -6.820

Aproximacion por x2

© GL Prob> y2
98.3052 S <0.0001

125



Prueba de Dunn. Tamano de las semillas entre tratamientos

Boca de Tomatlan

Par

Interpob LH-Intersp L]
Interpob LH-Control
Interpob LH- Intrapob
Interpob LH-Entrecruza
Interpob LH-Autopol
Intersp LJ-Control
Intersp LJ-Intrapob
Intersp LJ-Entrecruza
Intersp LJ-Autopol
Control-Intrapo
Control-Entrecruza
Control-Autopol
Intrapob-Entrecruza
Intrapob-Autopol
Entrecruza-Autopol

*Pares de medias con diferencias significativas (a =

Nivel

Intersp. L] A
Entrecruza A
Interpob LH A
Intrapob

Control

Autopol

Dif. rangos

35.68
78.75
35.06
17.44
104.55
114.43
70.74
18.24
140.23
43.69
96.19
25.8
52.5
69.49
121.99

C
C
C

Dif. desvest
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516
17.3493516

Media
0.863496
0.612836
0.482698
-0.122854
-0.655272
-1.103801

t (Dr/Dd)
2.05656101
4.539074S
2.0208248
1.00522489
6.0261618
6.5956355
4.0773858
1.05133612
8.0827228
2.51824973
5.5442994
1.48708728
3.0260496
4.0053370
7.0313867

0.0033, z de tabla=2.72)

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

ANOVA promedio del tamano de las semillas Entre Rios*Origen del polen

Efectos medidos

Fuente Parametros
Rio* 2
Rio 2

Origendel polen 1

Germinacion de las semillas

GL

Suma de
cuadrados
14981.181
4105.393
47207.391

Kruskal-Wallis. Capacidad germinativa entre rios

Nivel N
Las Juntas 24
Los Horcones 21
Tomatlan 24
Aproximacién por x2
2 GL
1.4610 2
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Suma de
rangos
925.500
699.500
790.000

Prob> y2
0.4817

Rangos
medios
38.5625
33.3095
329167

F

13.9381
3.8195
87.8408

(Media-Media0)/
Desvest0

1.199
-0.511
-0.698

Prob>F

<0.0001
0.0223
<0.0001



Prueba de Levene para varianzas desiguales

F
2.9597

ANOVA de Welch para desviaciones estandar desiguales
GLDen

F
0.9917

Kruskal-Wallis. Capacidad germinativa entre tratamientos

Rio Los Horcones

Nivel N
Control 3
Interpob BT 3
Intrapob 3
Entrecruza 3
Autopol 3
Aproximacion por y2
2 GL
2.9925 6

Kruskal-Wallis. Capacidad germinativa entre tratamientos

Rio Las Juntas
Nivel N
Control 3
Intersp BT 3
Intersp LH 3
Intrapob 3
Entrecruza 3
Autopol 3
Aproximacién por y2
2 GL
12.8287 7

Kruskal-Wallis. Capacidad germinativa entre tratamientos

Boca de Tomatlan
Nivel N

Control
Interpob LH
Intersp L]
Intrapob
Entrecruza

LW W W W W w

Autopol

GLNum
2

GLNum
2

Suma de
rangos
39.500
39.500
26.500
24.500
26.500

Prob> y2
0.8098

Suma de
rangos
51.000
28.000
12.000
28.000
51.000
51.000

Prob> y2
0.0764

Suma de
rangos
7.500
54.000
54.000
36.000
54.000
31.500

GLDen
66

41.638

Rangos
medios
13.1667
13.1667
8.8333
8.1667
8.8333

Rangos
medios
17.0000
9.3333
4.0000
9.3333
17.0000
17.0000

Rangos
medios
2.5000

18.0000
18.0000
12.0000
18.0000
10.5000

Prob>F
0.0588

Prob>F
0.379S5

(Media-Media0)/
Desvest0

0.661

0.661

-0.661

-0.882

-0.661

(Media-Media0)/
DesvestO

1.337
-0.926

-2.572

-0.926

1.337

1.337

(Media-Media0)/
Desvest0
-2.829
1.534
1.534
-0.096
1.534
-0.527
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Aproximacion por x2

© GL Prob>x2
13.1723 7 0.0731

Comportamiento germinativo de las plantas

Repeated Measures ANOVA. Germinacion diaria entre rios

Suma de G.L. Cuadrados F
cuadrados medios
Intercept 664.5793 1 664.5793 2626.247
Rio 11.9062 2 5.9531 23.525
Error 12.1465 48 0.2531
Dias 62.2353 8 7.7794 387.705
Dias*Rio 7.9053 16 0.4941 24.624
Error 7.7051 384 0.0201

Repeated Measures ANOVA. Germinacion diaria entre tratamientos
Rio Los Horcones

Suma de G.L. Cuadrados F
cuadrados medios
Intercept 127.8578 1 127.8578 937.5100
Tratamiento 5.7475 4 1.4369 10.5358
Error 1.3638 10 0.1364
Dias 29.8526 8 3.7316 288.7685
Dias*Tratamiento 2.4873 32 0.0777 6.0151
Error 1.0338 80 0.0129

Repeated Measures ANOVA. Germinacidon diaria entre tratamientos
Rio Las Juntas

Suma de GL Cuadrados F
cuadrados medios
Intercept 276.5055 1 276.5055 1671291
Tratamiento 0.7643 S 0.1529 9.24
Error 0.1985 12 0.0165
Dias 28.2335 8 3.5292 1739.13
Dias*Tratamiento 1.9231 40 0.0481 23.69
Error 0.1948 96 0.0020
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p

0.000000
0.000000

0.000000
0.000000

p

0.000000
0.001308

0.000000
0.000000

p

0.000000
0.000842

0.000000
0.000000



Repeated Measures ANOVA. Germinacion diaria entre tratamientos
Boca de Tomatlin

Suma de G.L. Cuadrados F
cuadrados medios
Intercept 292.4284 1 292.4284 10830.45
Tratamiento 3.7484 S 0.7497 27.77
Error 0.3240 12 0.0270
Dias 10.9951 8 1.3744 342.40
Dias*Tratamiento 1.6807 40 0.0420 10.47
Error 0.3853 96 0.0040

Repeated Measures ANOVA. Germinacion diaria entre rios*Origen del polen

Suma de G.L. Cuadrados

cuadrados medios
Poblacién 10.05 2 5.025
Origen del polen 1.84 1 1.836
Poblacién*Origendelpolen  1.56 2 0.779
Dias 61.04 8 7.630
Dias*Poblacién 7.03 16 0.439
Dias*Origen del polen 1.70 8 0
Dias*Poblacién*Origendelpolen 028 16 0.0

F

26.0
9.5
4.0
480.0
27.7
134
1.1

p

0.000000
0.000003

0.000000
0.000000

P

<0.0001
0.004
0.025
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.345
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