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Resumen

México posee la mayor riqueza de especies pertenecientes a la tribu Pachycereeae
(Cactoideae), siendo la mayorfa endémicas del pafs. El Valle de Tehuacédn-Cuicatlan es
reconocido como centro de diversificacién de esta tribu.

Los nectarios florales son los érganos encargados de producir y secretar néctar, siendo el
néctar el atrayente para los polinizadores, promoviendo la fecundacién cruzada. El
objetivo de esta investigacién fue describir la morfologia y anatomia de los nectarios, las
estructuras de secrecion del néctar, asi como describir la calidad y volumen del néctar
producido en Neobuxbaumia tetetzo, Cephalocereus columna-trajani y el hibrido entre ellos,
esto con la finalidad de hacer comparaciones sobre los procesos reproductivos en el hibrido
respecto a las especies parentales.

Se colectaron flores en antesis de N. fetetzo, C. columna-trajani y del hibrido. Parte del
material se incluy6 en paraplast y en LR-White. Ademas se realizaron observaciones al
microscopio electrénico de barrido. Se midié el volumen de néctar, los grados Brix y se
determiné la calidad energética.

Los nectarios en las dos especies parentales y el hibrido son de tipo hipantial. El néctar se
secreta por medio de nectarostomas y estdn presentes en los tres taxa. El arreglo de los
nectarostomas en N. fetetzo y el hibrido es en pares y solitarios, en cambio en C. columna-
trajani el arreglo es solitario. El nectario de las especies parentales estd constituido por
dos tipos celulares secretores, conformados por entre 9 y 10 estratos en conjunto. Sin
embargo, la anatomifa del nectario es distinta en el hibrido, observdndose que esté
constituido por solo un tipo celular secretor formado por mas de 15 estratos celulares.

Los resultados de las mediaciones volumétricas de néctar fueron en N. tetetzo 259.7 ul, C.
columna-trajan: 165.3 pl y el hibrido 229.2 pl. El andlisis obtenido de la calidad energética
del néctar es de 830.63, 510.05 y 899.52 Joules para los parentales y el hibrido.

Anatémicamente los nectarios del hibrido son mas similares a los encontrados en N.
tetetzo que en C. columna-trajani. Con base en los resultados anatémicos y de calidad del
néctar, el hibrido podrfa presentar mayor vigor que sus parentales, ayudando a su
establecimiento y éxito en la regién donde habitan.



Introduccion

La interaccién planta-polinizador estd determinada por las caracteristicas florales,
como puede ser el color, el olor y el tipo de recompensa como el polen o el néctar. Los
nectarios son tejidos glandulares que secretan fluidos ricos en aztcares a diferentes
concentraciones, ademés de protefnas, aminodcidos, dcidos orgdnicos, iones minerales,
fostatos y vitaminas, entre otros compuestos (Fahn, 1979, 1988, 1998). Este fluido es
conocido como néctar.

Debido a que esta secrecién representa un recurso para muchos animales y que tiene
funciones ecolégicas importantes, sus atributos pueden afectar la estructura de
comunidades vegetales y animales (Mitchell, 2004).

La clasificacién de los nectarios ha estado basada principalmente por la posicién en la que
se encuentran en la planta, diferenciando entre nectarios florales y extratlorales de manera
muy general, aunque otros autores le otorgan més peso a su funcién o a su estructura.

Se les llama nectarios florales, a aquéllos que se encuentren al interior de la flor, mientras
que aquéllos que se encuentren fuera de la flor se les llama nectarios extraflorales
(Caspary, 1848).

Los nectarios florales, producen néctar que por lo general estd relacionado con la
polinizacién, en cambio los nectarios extraflorales y el néctar que producen, cominmente
se encuentra asociado a otro de tipo de interacciones mutualistas con insectos, como la
proteccién de herbivoros (Diaz-Castelazo, 2005; Villamil, 2013).

En el caso de la familia Cactaceae, que caracteriza el paisaje de las zonas aridas y
semidridas de México (Bravo-Hollis, 1978), se presentan los dos tipos de nectarios
anteriormente mencionados (Buxbaum, 1953, Montero, 2004). Aunque su estudio dentro
de la familia no ha sido tan profundo, ya que generalmente son trabajos meramente
morfolégicos, se han realizado algunos trabajos que ahondan més dentro de la estructura y
ecologia de los nectarios de estas especies vegetales.

Los nectarios florales en cactdceas se han estudiado por su estructura y forma de secreciéon
del néctar, con relacién a los procesos de polinizacién. También ha llamado la atencién la
composicién y calidad del néctar de los nectarios florales, debido a que son especificas al
tipo de polinizador, siendo que en cactaceas existe un amplio rango de polinizadores, como
insectos, aves y murciélagos.

Por lo tanto en la presente investigacién se estudia la localizacién, estructura y
micromorfologia de los nectarios florales en Neobuxbaumia tetetzo 'y Cephalocereus columna-
trajani, asi como en un hibrido producto de la cruza de estas dos especies, pertenecientes a
la subtribu Pachycereeae, analizados en conjunto con algunos parametros del néctar que
producen.



Antecedentes

Nectarios

Se define al nectario como una estructura secretora que libera un fluido rico en aztcares
denominado néctar e implicado en la interaccién planta-animal (Evert, 2006; Pacini y
Nicolson, 2007). Aunque Schmid (1988) agrega otras caracteristicas como que sea una
glandula multicelular, que esté méds o menos localizada ya sea en érganos vegetativos o
reproductivos, y que la funcién puede ser para la polinizacién, de proteccién o de sefuelo
en el caso de las plantas carnivoras.

El término «Nectarium» tue reportado por primera vez en Systema Naturae de Linneo
(1735), utilizdndolo como una de las caracteristicas de la corola. Posteriormente en
Philosophia Botanica (1751) se explican mas detalles sobre la posicion de esta estructura, la
cual se puede encontrar no solo en la corola, sino también en los estambres, el pistilo o el
receptéaculo.

En términos generales los nectarios estdn compuestos por una epidermis, con o sin
tricomas o estomas, en donde el néctar es liberado hacia el exterior, ademis de un
parénquima especializado que produce y almacena el néctar y un tejido vascular que
proporciona agua y otros nutrientes (Fahn, 1979a, b; Paccini et al, 2003; Paccini y
Nicolson, 2007)

Las células epidérmicas pueden formar una epidermis lisa y continua, pueden estar
organizadas en empalizada (Evert, 2006), u organizadas de manera anticlinal con una
forma polihédrica, presentan una vacuola generalmente mas grande que en las células del
parénquima glandular (Fahn, 1979b; Nepi, 2007).

Las estructuras secretoras por las cuales se puede llevar a cabo la liberacién del néctar
generalmente son tricomas glandulares como en las Malvales (Shanmukha y Ramayya,
1998), en la Bignoniacea Kigelia pinnata (Rudramuiyappa y Manure, 1998) o por estomas
modificados como en la mayoria de las angiospermas (Nepi, 2007).

En cuanto a los tricomas glandulares, éstos se dividen en unicelulares como en Lonicera
Japonica (Caprifoliaceae), multicelulares lineares en el caso de Abutilon (Malvaceae) y
multicelulares capitados como en Vicia faba (Fabaceae; Fahn, 1979a).

La secrecion por estomas ocurre en Colchicum (Colchicaeae), Citrus (Rutaceae), Hedera helix
(Araliaceae) entre otras (FFahn, 1979a; Vezza et al, 2006). Estos estomas se encuentran
modificados, debido a que en su mayorfa han perdido la capacidad de cerrar el poro
estomdtico, son también llamados nectartodos (Schmid, 1988) o nectarostomas (Nepi,
2007).



Otra forma en la que se ha reportado la secreciéon es por medio de espolones, que son
crecimientos del perianto, en forma de sacos delgados que producen, almacenan y liberan
el néctar (Judd, 2002). Esta forma de secrecién la presenta Platanthera chlorantha asi como
otras orquideas (Stpiczynska et al., 2005).

La cuticula puede ser delgada, gruesa o ausente, dependiendo de la posicién del nectario en
la planta (Fahn, 1998a, b), puede también ser permeable para la secrecién del néctar o
tener microcanales (Nepi, 2007). Se ha reportado que también la secrecién se da por el
rompimiento de la cuticula debido a la presién misma del néctar, como en Helleborus
foetidus (Ranunculaceae) y en la fabacea Glycine max (Vesprini, Nepi y Pacini 1999; Horner
et al., 2003).

Las células secretoras activas son pequefias, tienen un citoplasma denso rico en ribosomas,
estdn altamente vacuoladas, presentan taninos en algunos casos, con abundantes
plasmodesmos, un ntcleo grande, numerosas mitocondrias ademds de un aparato de Golgi
y reticulo endopldsmico bien desarrollado y representativo (Fahn, 1979a, b, 1988 y 1998;
Evert, 2006). Pueden presentar cloroplastos o amiloplastos, o los dos (Bernardello, 2007),
aunque lo més comin es que no presenten cloroplastos como en Passiflora sp. (Durkee,
1981). El tejido secretor del nectario puede presentar drusas o rafidios de oxalato de
calcio, como en Lythrum salicaria (Lythraceae)y Hedera helix (Vezza et al., 2006; Caswell y
Davis, 2011).

Nepi (2007) propone el nombre de parénquima del nectario a las células pequefias y con
citoplasma denso por debajo de la epidermis, apoydndose en lo mencionado por Fahn
(1979, 1988) y la presencia de un parénquima subnectarial, presentando células maés
grandes y menos empaquetadas, apoyando lo mencionado por Durkee (1983) y no
relacionandose con la produccién de néctar.

En cuanto al tejido vascular presente, puede ser xilema y floema asociados o solamente
floema (Fahn, 1988; Evert, 2006); encontrandose en el parénquima nectarial o en el
subnectarial (Nepi, 2007).

El floema es el tejido que por lo general irriga los nectarios y es de éste provienen los
nutrientes que abasteceran a las células nectariferas para que produzcan el néctar. El flujo
de nutrientes de los tubos cribosos hacia las células secretoras puede pasar por dos vias:
por la via apoplastica o la via simplastica (Gaffal et al, 2007). El floema se encuentra
generalmente por debajo del tejido nectarifero como en Lythrum salicaria (Caswell y Davis,
2011). En el caso de la Glycine max (Fabaceae) el floema entra hasta el tejido nectarifero
activo (Horner et al., 2003). En Ecballium elaterium (Cucurbitaceae), una especie monoica,
en las flores masculinas el tejido vascular entra al tejido nectarifero y en las flores
femeninas el tejido vascular sélo llegan por debajo del tejido secretor (Fahn y Shimony,
2001).



Si todas estas caracteristicas, es decir presencia de epidermis, tejido secretor y tejido
vascular se cumplen entonces es un nectario estructural, de lo contrario recibe el nombre de
nectario no estructural (Nepi, 2007; Bernardello, 2007). Un nectario estructural puede ser
reconocido macroscépicamente y esta anatémicamente diferenciado del resto del tejido,

por el contrario uno no estructural no posee un tejido diferenciado del resto (Fahn, 1979)
Clasificacion de los nectarios

Una de las primeras clasificaciones de los nectarios estd basada en la posicién de éstos, al
dividirlos en nectarios florales y extraflorales, dependiendo si el nectario se encuentra
asociado a alguna parte floral, en el primer caso y al contrario en el segundo caso
(Caspary, 1848).

En cacticeas se presentan los dos tipos de nectarios. Los nectarios extraflorales se
encuentran principalmente asociados a las aredlas como en Cylindropuntia imbricata, Cereus
pernambucensis 'y Ferocactus pilosus (Fahn, 1979a). También se presentan en algunas
columnares como Neobuxbaumia euphorbioides y N. scoparia (Terrazas y Loza-Cornejo,
2002)

La segunda clasificacién fue acufiada por Delpino en 1873 (citado por Schmid, 1988)
clasificindolos en nupciales y extranupciales. Los nupciales estdn relacionados con la
polinizacién y los dividié en intrafloral, circumfloral y extrafloral, dependiendo de su
localizacién en la flor. Los extranupciales no estdn relacionados con la polinizacién y los
dividié en extraflorales y circumflorales, ya que puede haber nectarios en la flor, pero que
su funcién no estuviera ligada a la polinizacién.

En cuanto a posicién y morfologia se ha dividido a los nectarios en dos clases diferentes:
los nectarios de disco, que son exclusivos de las dicotiledéneas y los nectarios septales, que
Gnicamente se presentan en las monocotiledéneas (Rudall et al, 2003). Los nectarios de
disco forman un anillo en la base de los carpelos o del caliz y los septales son los que se
encuentran en los septos de los carpelos.

Existe otra clasificaciéon en donde se describen tres clases de nectarios por su
conformacién histolégica: mesofilares, epiteliales y tricométicos.

Los mesofilares son los que presentan el tejido vascular y el parénquima de secrecién
asociado, la secreciéon se da por aberturas nectariales, estas aberturas son estomas que
perdieron la funcién de cerrarse, se encuentra principalmente en los nectarios con forma
de disco. Los epitelidles presentan el tejido glandular formado por parénquima en
empalizada con citoplasma y nucleos grandes e incluso presentan varias capas
subepidérmicas diferenciadas en glandulas, éstos son generalmente del tipo extrafloral.
Los tricomaticos estan formados por una epidermis secretora o tricomas ademas del tejido
nectarifero diferenciado debajo de éstos, presentan en la parte inferior haces vasculares



que se ramifican a lo largo del tejido secretor, se encuentran principalmente en Malvales y
Dipsacales (Vogel, 1977; Endress, 1994; Fahn, 1998; Bernardello, 2007).

Néctar

El néctar es el producto final del tejido nectarifero, es una solucién que estd compuesta
principalmente por azicares que funcionan como atrayentes para los polinizadores, pero
también presenta otros compuestos (Baker y Baker, 1983; Datni, 1992; Heil, 2011; Hillwig
et al, 2011). Los azlcares més importantes, son la sacarosa, fructosa y glucosa. Se divide
en tres tipos: el dominante en sacarosa, el dominante en fructosa y glucosa, asi como el que
presenta la misma concentracion de glucosa, fructosa y sacarosa (Percival, 1961; Fahn, 1979a;
Baker y Baker, 1983; Bahadur et al,, 1998).

Se encuentran presentes también en algunas ocasiones los oligosacdridos como maltosa,
rafinosa o melobiosa (Percival, 1961). La presencia de éstos podrfa deberse a la
composicién de los liquidos del floema, que pasan al nectario y no se transforman,
secretdndose en su misma forma estructural (Nicolson y Thornburg, 2007; Heil, 2011).

El néctar rico en hexosas se evapora mds lentamente que el rico en sacarosa, ya que en el
primero hay una mayor osmolaridad, al mismo volumen y misma concentracién de azucar,
esto es importante en plantas desérticas (Bahadur et al, 1998; Nicolson y Thornburg,
2007).

El néctar contiene ademds aminodcidos, que han sido reportados como una de las
caracterfsticas mas importantes después de los carbohidratos. La cantidad y composicién
de éstos depende del tipo de polinizador (Baker, 1977; Datni, 1992; Nicolson y Thornburg,
2007).

Por otro lado se han encontrado proteinas, principalmente enzimas, especialmente
invertasa y RNasas (Nicolson y Thornburg, 2007; Heil, 2011; Hillwig et al,, 2011).

Ademds de estos tres componentes principales (carbohidratos, protefnas y aminoécidos), se
han reportado compuestos traza como: lipidos, aceites esenciales, iones minerales,
antioxidantes, pigmentos y metabolitos secundarios (Baker, 1977; Baker y Baker, 1983;
Datni, 1992; Bahadur et al., 1998).

En conjunto todas estas caracteristicas pueden determinar el tipo de polinizador que se va
a alimentar del néctar, es decir el néctar de las flores quiropterdéfilas no serfa el mismo que
el de las flores melitéfilas. En cuanto a caracteristicas fisicas, las diferencias principales
entre flores quiropterdfilas y flores polinizadas por otro tipo de animal son: volumen y
viscosidad. El volumen es una de las caracteristicas mas distintivas, siendo mayor en flores
quiropterdfilas, comparada con flores polinizadas por aves o insectos (Fahn y Shimony,
2001; Fleming et al, 2009). La viscosidad esta relacionada con la concentracién y es
importante por la cantidad de energfa necesaria para el consumo de néctar, por ejemplo



una polilla que utiliza la capilaridad para alimentarse, la viscosidad y la concentracién de
solutos deberan ser bajas, de lo contrario necesitara de mayor energia para alimentarse.
Para un murciélago, la cantidad de veces que necesita meter la lengua y el néctar que
obtiene cada vez, estd dada por la viscosidad y concentracién de solutos, si estas
caracteristicas son mas elevadas, entonces invertird menor cantidad de energia en
alimentarse (Nilcolson y Thornburg, 2007).

Por ltimo las diferencias méds puntuales son sin duda, las diferencias quimicas. EI néctar
producido por flores polinizadas por insectos es rico en sacarosa y con mayor
concentracién de aminoécidos, mientras que las tlores quiroteréfilas presentan mayor
concentracién de glucosa, fructosa y menor concentracién de aminoacidos; en cuanto a los
aminoacidos, no significa que la composicién de éstos sea igual entre los diferentes tipos
de flores (Baker y Baker, 1983; Dafni, 1992; Bahadur et al., 1998; Nicolson y Thornburg,
2007).

Origen del néctar

El origen del néctar es atin un tema de discusién, se plantea la presencia de sacarosa
sintasa para la formacién de hexosas a partir de la sacarosa, por ejemplo en Petunia hybrida
(Solanaceae) se logré aislar los genes NEC1 y GUS que son los responsables de la
generacién de protefnas para la hidroélisis del almidén y por lo tanto de la produccién de
los azicares que componen al néctar (Ya-Xin, 2000; Carter y Thornburg, 2004), pero en
Digitalis purpurea (Plantaginaceae) se encontré que sélo con esta hidrdlisis serfa casi
imposible alcanzar la concentracién de azlcares reportada para esa especie, por lo que
también se necesita del flujo de los nutrientes directamente proveniente del floema (Gaftal
et al. 2007). NEC1 también se encuentra relacionado con el desarrollo de las células del
floéma, que van a transportar los azicares necesarios para el néctar y con la secrecién en
los nectarios de Brassica napus (Brassicaceae; Ya-Xin, 2000).

El «pre-néctar», es decir el conjunto de nutrientes que no ha sido metabolizado en las
células secretoras, que proviene principalmente del floema, se mueve de los tubos cribosos
hacia el tejido nectarifero, ahi se puede modificar enzimaticamente, es decir, este liquido se
transforma y se almacena en amiloplastos, formando almidén, para que después se
hidrolice y forme parte del néctar (FFahn, 1988; Fahn y Shimony, 2001; De la Barrera y
Nobel, 2004; Stpiczynska, et al., 2005).

El movimiento del «pre-nectar» se da por un gradiente de concentracién provocado por la
hidrélisis de la sacarosa en el tejido secretor, siendo entonces un movimiento
principalmente por la via del simplasto (Durkee, 1981; Heil, 2011).

Aunque también hay un movimiento bidireccional de los azicares, del tejido secretor hacia
el exterior y del néctar secretado hacia el interior de las células del nectario, lo que tiene
como resultado la composicién final de los aztcares del néctar (Bieliski y Redgwell, 1980;
Burquez y Cordet, 1991; Heil, 2011). Durkee et al. (1981) propusieron que también la
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presencia de células acompafiantes grandes era importante en cuanto a la translocacién de
azucares, debido al intenso movimiento de estos carbohidratos.

El flujo bidireccional del néctar puede tener dos significados: la regulacién de los aztcares
presentes en el néctar, a la concentracién «ideal» y la segunda a la regulacién del costo
energético que tiene la produccién de néctar. En Cucurbita pepo (Cucurbitaceae) y en
Platanthera chlorantha (Orchidaceae) se demostré que hay una reabsorcién del néctar
residual en las flores que son fecundadas, esta energfa obtenida es utilizada para el
desarrollo de la semilla (Nepi y Stpiczynska, 2007, 2008). Después de que el nectario
termina su funcién productora de néctar, este tejido entra en muerte celular programada,
dejando solo las paredes celulares para la proteccién de los évulos, solo algunas células
aisladas quedan funcionales siendo las que transportaran los nutrientes de regreso a la
planta (Gattal ez al,, 2007).

De la Barrera y Nobel (2004) mencionan que el origen evolutivo del néctar no estd
relacionado con las interacciones que tiene con los polinizadores y se han propuesto dos
hipétesis. La primera sugiere que el néctar pudo haberse originado por fugas en el floema
resultante de la debilidad estructural que desarrollaron algunos tejidos expuestos a la
elevada presién del floema. La segunda sugiere que el néctar se originé como una manera
de eliminar el exceso de solutos suministrados por el floema en la flor en antesis.

Los polinizadores segtin Galetto (2009) primero acttian modificando el néctar (cambios
evolutivos primarios) para después afectar la morfologia floral (cambios evolutivos
secundarios). Los polinizadores son entonces los que van modificando a lo largo de la
evolucién quimica del néctar.

Nectarios florales

Los nectarios florales son los que se encuentran al interior de la flor, pueden encontrarse
en diferentes regiones de ésta, siendo asi como se clasifican (Fahn, 1979a; Schmid, 1988).
Generalmente este tipo de nectarios se encuentran relacionados a la polinizacién.

Otra manera de clasificarlos depende si estdn asociados a partes florales que sean
persistentes (nectaria persistentia) como los carpelos o en el caliz, caducas (nectaria caduca)
como en pétalos o estambres y en postflorales, si contintian con la produccién de néctar
mucho tiempo después de la antesis, cambiando de funcién como por ejemplo atrayendo
hormigas para la proteccién de frutos (Endress, 1994; Bernardello, 2007).

Existen varios caracteres utilizados en sistemdtica para determinar con mas precisién el
tipo de nectario dependiendo de su posiciéon (Tabla 1), ésta clasificaciéon de los nectarios
florales es la que se utilizara en este trabajo.



Tabla 1 Clasificaciéon de Schmid (1988) para distinguir a los nectarios de acuerdo a su
posicion floral o a estructuras asociadas a la flor.

Posicién Nombre

Inflorescencia Inflorescente

Pedtnculos o pedicelos Peduncular o pedicelar
Bracteas, bractéolas e involucros Bracteal, bracteolar o involucral
Flores Floral

Frutos Post-floral o frutal
Receptiaculos Receptacular

e [Extraestaminal
e Intraestaminal
e Interestaminal

Hipantio Hipantial

Tépalos Perigonal

Sépalos Del céliz

Pétalos De la corola

Estambres Estaminal

Filamentos De filamento

Anteras De antera

Estaminodios Estaminoidal

Pistilos Ginecial

Estigma Estigmatico

Estilo Estilar

Pistilodio Pistiloidal o carpeloidal

Ovario
¢ Enregiones externas e Ovirico o no septal
e Enregion septal e Septal o ginopleural

Funcion de los nectarios florales en plantas

La funcién de los nectarios florales en las angiospermas ha sido generalmente asociada a la
polinizacién. La polinizacién es el fenémeno por el cual se transportan los granos de polen
de las anteras de una flor al estigma de otra flor (Proctor et al., 1996; Pellmyr, 2002).

Las consecuencias de la polinizacién son la fecundacién de la ovocélula, para dar lugar al
embrién y la fecundacién de los ntcleos polares dando lugar al endospermo formando la
semilla, ayudando asf a la propagacién o mantenimiento de la poblacién de una especie.*

La biologfa floral de las angiospermas esta dominada por la polinizacién biética (Waser y
Ollerton, 2006; Fleming et al, 2009). El tipo de polinizadores alcanza un amplio rango
desde insectos hasta mamiferos, la polinizacién por insectos es la méds comin y por
vertebrados es la menos frecuente (Proctor et al, 1996; Fleming et al., 2009). Dependiendo
de la especificidad de las flores a un tipo de polinizador reciben el nombre de flores
polifilicas, si reciben a un amplio espectro de polinizadores, oiligofilicas, en el caso de que
se encuentren adaptadas a un grupo pequefio de polinizadores y monofilicas si son
polinizadas por una sola especie (Endress, 1994).
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Familia Cactaceae

Cactaceae (Orden Caryophyllales), es una de las familias boténicas mas caracteristicas de
América, cuenta con alrededor de 100-110 géneros y mdés de 1500 especies. Tuvo su
origen en la regién central de Sudamérica y su distribucién actual alcanza desde Argentina
hasta Canada (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001; Nytteler, 2002).

Es un grupo monofilético dentro del orden Caryophyllales y se caracteriza por presentar
tallos suculentos, un cértex fotosintético bien desarrollado, meristemos apicales
organizados en cuatro zonas distintas, ovario infero (excepto en Pereskia) y tal vez la
caracterfstica méds importante: la presencia de aréolas, que son zonas meristematicas a lo
largo del tallo y el fruto en algunos casos (Britton y Rose, 1919; Bravo-Hollis, 1978;
Nyfteler, 2002; Edwards et al., 2005, 2006).

Se divide taxonémicamente en cuatro subfamilias: Pereskioideae, Maihuenioideae,
Opuntioideae y Cactoideae. La subfamilia Pereskioideae es de origen parafilético y se
caracteriza principalmente por la presencia de hojas con metabolismo Cs, incluye solo un
género (Pereskia) con 17 especies. Maihuenioideae fue incluida en la clasificacion de
Anderson (2001), es un grupo monofilético caracterizado principalmente por la presencia
de hojas persistentes y peridermis precoz en el tallo, con solo el género Maihuenia y 2
especies. Opuntioideae es un grupo monofilético con alrededor de 15 géneros y 349
especies, con la caracteristica principal de poseer gléquidas y hojas no persistentes
(Nyfteler, 2002; Edwards et al, 2005; Nyfteler y Eggli, 2010; Bércenas et al, 2011;
Hernandez-Hernandez et al., 2011).

La subfamilia Cactoideae es la mdas diversa de las cuatro que componen a la familia
Cactaceae, al igual que Opuntioideae y Maihuenioideae es un grupo monofilético (Wallace
y Cota, 1996; Nyftteler, 2002; Hernandez-Hernandez et al, 2011), las plantas de esta
subfamilia se caracterizan por no tener hojas, poseer costillas o tubérculos y por no tener
un intrén en el gen rpoC1 del cloroplasto, se divide en 9 tribus y contiene alrededor de
1530 especies (Anderson, 2001; Nifteler y Eggli, 2010).

En México se encuentran alrededor de 511 géneros y aproximadamente 850 especies de la
familia Cactaceae, de las cuales el 80% son endémicas. En el Valle de Tehuacidn-Cuicatlan
se han reportado 24 géneros y 76 especies nativas, de las cuales se reconoce que 20 son
endémicas y pertenecen a las tribus Pachycereeae y Cacteae, de la subfamilia Cactoideae
(Arias et al., 1997).
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Tribu Pachycereeae*

La tribu Pachycereeae engloba a las especies columnares desde el sur de Estados Unidos
hasta el norte de Venezuela (Gibson y Nobel, 1986; Dévila-Aranda et al,, 2002). Es la
segunda tribu mas amplia de las cacticeas de Norteamérica (Herndndez-Hernandez et al,
2011), Barba (2002) postula que tiene una edad de 8.52 millones de afios.

La tribu Pachycereeae es monofilética (Wallace, 2002). Se caracteriza porque sus
individuos poseen glicésidos triterpénicos o alcaloides tetrahidroisoquinélinicos en el
tallo, por poseer una hipodermis colenquimatosa y por cristales de silice u oxalato de
calcio en su epidermis (Gibson y Horak, 1978, Gibson, 1982).

Esta tribu a su vez, engloba a las subtribu Pachycereineae y Stenocereineae, la primera
evolutivamente mas reciente que la segunda (Gibson, 1982; Wallace, 2002; Barba, 2009
Herndndez-Hernandez et al, 2011). La subtribu Pachycereineae es definida por la
presencia de alcaloides tetrahidroisoquinélinicos y cristales de oxalato de calcio en el
tejido epidérmico, asi como caracteres de la semilla (Gibson y Horak, 1978; Gibson y
Nobel, 1986, Arias y Terrazas, 2006). Esta subtribu no es monofilética y tiene una edad de
4.65-5.73 m.a. e incluye a los géneros Bergerocactus, Carnegiea, Pachycereus, Peniocereus,
Neoburbaumia'y Cephalocereus. (Arias et al., 2003; Barba, 2009)

Pachycereeae incluye alrededor de 58 especies y 13 géneros, de las cuales 54 se encuentran
registradas para México, con 7 géneros y 47 especies endémicas. En nuestro pafs se
encuentran principalmente a lo largo de la costa del pacifico y con mayor abundancia en la
zona del valle de Tehuacan-Cuicatlan (Davila-Aranda et al., 2002).

Su origen se asocia a la regién centro-norte de Sudamérica, la radiacién de este grupo
ocurrié principalmente en el Valle de Tehuacan-Cuicatldn y en la Depresiéon del Balsas, ya
que es el sitio donde habitan las especies con mayor nimero de caracteres primitivos
(Bravo-Hollis, 1978; Gibson, 1982; Gibson y Nobel, 1986; Edwards et al, 2005; Barba,
2009).

La mayoria de las flores presentan un sindrome de polinizacién quiropteréfilo, al presentar
antesis nocturna, flores robustas, con los tépalos en colores claros y con gran abundancia
de polen y de néctar (Buxbaum, 1953; Gibson y Nobel, 1986; Barba, 2012).

*Recientemente Nyffeler (2010) sugiere la reorganizaciéon de esta categoria taxonémica, englobandola

dentro de la subtribu Echinocereineae, como resultado de una revisién de las filogenias moleculares hasta
ese momento publicadas.

11



Nectarios florales en Cactaceas

Para el orden Caryophyllales se han encontrado principalmente nectarios receptaculares,
estaminales e intraestaminales, en el caso de los florales, asi como nectarios extraflorales.
Se ha encontrado que la forma més comin de secrecién es por medio de nectarosomas, es
decir estomas que han perdido la capacidad de cerrarse (Bernardello, 2007).

El estudio sistematico de los nectarios florales en cactdceas ha sido muy pobre, la mayoria
de las referencias citadas son estudios enfocados a otros objetivos y que mencionan al
nectario de manera colateral. A pesar de eso, se han encontrado reportes de varias especies
incluyendo a tres de las cuatro subfamilias, como se presenta a continuacién.

Una de las primeras descripciones de los nectarios en cactéceas la realizé Buxbaum (1953),
mencionando que Pereskia y Opuntia presentaban nectarios primitivos, comparados con lo
que ahora serfa Cactoideae, realizando solo la clasificacién para este Gltimo grupo.

Fahn (1979) utilizando a Pereskia (Pereskioideae) como modelo reporté que los nectarios
en cacticeas se encontraban en el recepticulo. El nectario en Pereskia lychnidiflora se
encuentra entre los estambres y el ovario segtn lo reporta Montero (2004).

La secreciéon del néctar en Pereskia (Pereskioideae) y Rhipsalis (Cactoideae: tribu
Rhipsalideae) es por un nectario receptacular anular o a través de la porcién basal del
hipantio (Barthlott y Hunt, 1993) en éste Gltimo se forman cdmaras nectariales
constituidas por diferentes 6rganos, como los filamentos o apéndices que imposibilitan la
salida del néctar en muchas especies de cactaceas (Bernardello, 2007).

En Opuntia (Opuntioideae) el nectario se encuentra por debajo de los filamentos de los
estambres més internos, en forma de anillo rodeando al estilo, siendo éste hipantial, las
caracteristicas estructurales bédsicas presentes son citoplasma denso y granular, asi como
nicleos grandes (Fuentes-Pérez, et al, 2009). Aunque Montero (2004) reporta que en
Opuntia tomentosa el nectario se encuentra en la parte basal de los filamentos de los
estambres. Nopalea (Opuntioideae) al contrario de Opuntia posee una proyeccién que
pareciera se origina en el estilo, protegiendo la cdmara nectarial y al nectario en si
(Buxbaum, 1953). En Mammillaria san-angelensis (tribu Cacteae: Cactoideae) el nectario se
encuentra en la base de los filamentos de las anteras (Montero, 2004).

Se ha encontrado que en Epiphyllum phyllanthus (tribu Hylocereeae) hay presencia de
nectarios post-florales en el fruto, es decir que su produccién de néctar continua mucho
tiempo después de la antesis, para atraer hormigas que dispersen sus semillas (Davidson,
1988). En esta especie el estudio de morfologia floral desarrollado por Garcfa de Almeida
et al. (2010) reportd que esta cacticea epifita, polinizada principalmente por polillas
nocturnas, presenta un nectario floral de tipo hipantial, con haces vasculares cercanos al
tejido secretor, pero con mayor abundancia de floema que de xilema, siendo el modo de
secrecién es por medio de tricomas glandulares.
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Montero (2004) realiz6 un estudio comparando Pereskia lychnidiflora (Pereskioideae),
Opuntia tomentosa (Opuntioideae) y Mammillaria san-angelensis (tribu Cacteae: Cactoideae),
determinando que las tres presentan nectarios de disco (receptacular), mesofilares y la

secrecion se da por estomas, aunque P. lychnidiflora presente también poros.

En cuanto al néctar Bourquez y Corbet (1991) proponen que en Cactaceae el néctar
producido durante la noche proviene de los tejidos y sustancias de reserva como el
almidén y que la produccién de néctar estd asociada con la apertura estomatica y la
translocaciéon de estos carbohidratos, al ser plantas CAM.

Nectarios y néctar en cacticeas columnares

Los nectarios en la tribu Pachycereeae han sido muy poco estudiados, principalmente en
su anatomfa, por lo que aun falta trabajo por hacerse en esta tribu (Tabla 2). Buxbaum
(1958) reconoce para las cactdceas columnares tres tipos de nectarios: de disco, de embudo
y de camara nectarial, siendo el primero en darle importancia a ese 6rgano. El nectario de
disco, se encuentra en la base del tubo receptacular formando precisamente un disco
alrededor del estilo. El nectario tipo embudo se encuentra cercano al estilo, formando una
cavidad, pero esta no estd formada ni ocluida por los filamentos de los estambres. En el
tipo camara nectarial, el nectario se encuentra por arriba del ovario, en una cdmara
formada y ocluida por los filamentos de los estambres.

Los géneros Cephalocereus y Neobuxbaumia presentan segiin Buxbaum (1953) cdmara
nectarial (nectario hipantial). Pachycereus pecten-aboriginum presenta una epidermis con
abundancia de tricomas en la cdmara nectarial, siendo una caracteristica compartida del
género. Fuentes-Pérez (2004) reporté que el género Neobuxbaumia presenta un tejido
nectarial o secretor con dos tipos celulares y no sélo uno.

Percival (1960) estudi6é la composicién de carbohidratos en el néctar de varias familias
vegetales, en la familia Cactaceae reporté néctar dominante de sacarosa utilizando
Opuntia, Epiphyllum, Mamaillaria, Rhipsalis y dominante en fructosa y glucosa como Hatiora
gaertneri. En el caso de Carnegiea gigantea, presenta una concentracion de fructosa de 39%
y de sacarosa de 20%, Lemaireocereus thruberi de 36% y 17% respectivamente, asi como
Opuntia sp. de 39% y 4% de la misma manera, observando que son néctares ricos en
glucosa, en general se ha reportado una concentracién de sacarosa de 13.7% para el néctar
de las cactéceas polinizadas por murciélagos (Baker, Baker y Hodges, 1998).Stenocereous
griseus presenta un néctar rico en hexosa, 81.2%-70.1%, de la misma manera Subpilocereous
repandus el néctar presenta una concentracién de hexosa de 85.4%-67.0%; la glucosa es la
principal fuente de carbohidratos en estas muestras siguiéndole la fructosa y la sacarosa en
importancia, el volumen del néctar en antesis alcanza los 0.5 ml para las dos especies, se
cree que hay reabsorcién del néctar, ya que tanto el volumen como la concentracién de
azucares se reduce con el tiempo en plantas no polinizadas (Petit y Freeman, 1997).
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Tabla 2. Estudios especificos de nectarios en la tribu Pachycereeae.

Estudio Especies Camara nectarial Modo de Autores
o tipo de nectario secrecién
Morfolégico Cephalocereus columna- Cémara nectarial, - Buxbaum,
trajani apertura medio 1953
abierta.

Neobuxbaumia polylopha ~ Cémara nectarial, -

Backebergia militaris apertura cerrada.
Anatémico Escontria chiotilla Nectarios tipo Estomas en Fuentes-
Myrtillocactus geometrizans embudo. todas las Pérez, 2004
Lophocereus schotti Camara nectarial especies
Neobuxbaumia con tipo de estudiadas
mezcalaensis apertura abierta,
Pachycereus pecten- nectarios
aboriginum hipantiales.
Polaskia chichipe
Stenocereus pruinosus
Anatémico Polaskia chende Nectarios en Fisuras Gudino,
Polaskia chichipe forma de disco, Poros 2012
Stenocereus quevedonis nectario hipantial. Estomas

El estudio mas amplio de néctar en cactdceas columnares lo llevé a cabo Santos (2002) y
Santos (2006) encontrando que las siguientes especies: Neoburbaumia mezcalaensis, N.
macrocephala, N. tetetzo, Stenocereus stellatus, Cephalocereus columna-trajani, Mpytrocereus
Sulviceps, Pachycereus hollianus y P. chrysacanthus presentan néctares dominantes en glucosa
y fructosa, con los picos de produccién rondando entre las 11:00 pm y las 3:00 am.

Gudino et al. (2011) reportaron para Polaskia chendey P. chichipe (subtribu: Stenocereineae)
que la concentracién de azicares es de 33.9-27.6° Brix y que los picos de produccién de
néctar se dan entre las 12:00 am y 5:00 pm. Por otro lado Gudifio (2012) realizé6 un
estudio sobre la estructura de los nectarios florales en las dos especies anteriores y en

Stenocereus quevedonis, encontrando los caracteres reportados en la tabla 2.
Hibridacion en cactidceas columnares

La hibridacién es la cruza espontanea entre dos individuos provenientes de diferentes
linajes, aunque, mientras mas cercanas filogenéticamente sean las especies, més probable
es que este fenémeno se lleve a cabo, un hibrido es el producto de éste fenémeno
(Knobloch, 1972; Grant, 1989). El individuo hibrido se forma debido principalmente a dos
causas: a que las especies parentales coexisten en un mismo espacio y a que sus barreras
reproductivas son laxas (Grant, 1989; Machado, 2008).
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En Cactaceae es un fenémeno ampliamente reportado y se cree que es un fendmeno de
relevancia en la evolucién de la familia (Powell et al, 1991; Pinkava, 2002; Machado,
2008). Dentro de la tribu Pachycereeae existen ejemplos como: xPacherocactus orcutti,
producto de Pachycereus pringlei y Bergerocactus emoryi (Moran, 1962a), xMyrtgerocactus
lindsayi, producto de Bergerocactus emory: 'y Mpyrtillocactus cochal (Moran, 1962b),
xMyrtillenocereus, producto de Myrtillocactus geometrizans y Stenocereus dumortier: (Glass y
Foster, 1964 citado en Arias y Terrazas, 2008)y xPachebergia apicicostata producto de
Pachycereus pecten-aboriginum y Backebergia militaris (Arias y Terrazas, 2008).

Vite et al. (1996) reportaron la existencia de un hibrido entre las cactéceas columnares N.
tetetzo'y C. columna-trajanz, identificando a los individuos por presentar en el apice del tallo
una estructura intermedia entre el cefalio de C. columna-trajani y la ausencia de este en N.
tetetzo, aunado a que los individuos se encontraban en una zona de solapamiento
poblacional de las especies anteriores, posteriormente utilizaron caracteres morfolégicos
como el nimero de aréolas, costillas y ramificaciones, presentando caracteristicas
intermedias entre las dos especies parentales. Concluyendo asi que se trataba de un

hibrido.

A partir de entonces el conocimiento respecto a este hibrido ha sido minimo, Merino
(2011) en un andlisis del androceo, reporta que el polen del hibrido se encuentra
morfolégicamente bien desarrollado, con alta viabilidad y que son més similares a los de C.
columna-trajani. Ochoa (2012) en su trabajo de biologfa reproductiva del hibrido, encuentra
que este hibrido presenta un sistema de apareamiento alégamo estricto y que es
autoincompatible.

Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus columna-trajani comparten a los murciélagos como
polinizadores, podria esperarse que gracias a estos y a unas probables débiles barreras
reproductivas, se lleven a cabo estos procesos de hibridacién. La recompensa que obtienen
los murciélagos por polinizar a las flores, de éstas y otras especies, es el néctar. Serfa
esperable entonces, que las caracteristicas del néctar y del d6rgano encargado de
producirlo, sean similares, de la misma manera en el caso de los individuos hibridos
producto de estas dos especies.

Por lo cual el estudio de los 6rganos y recompensas que llevan a la polinizacién y su
impacto favoreciendo y ayudando al establecimiento de hibridos cobra relevancia, méas atn
en la regién en donde habitan, reconocida como el centro de diversificacién mas
importante para la tribu Pachycereeae. Conociendo esta relacién podrfa contribuir al
mejor entendimiento de la importancia que tienen los polinizadores en la evolucién de las
cactéceas.
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Objetivos

Describir la morfologia y estructura de los nectarios, as{ como la forma de secrecién y
caracteristicas del néctar producido en flores en antesis de Neoburbaumia tetetzo,
Cephalocereous columna-trajani y su hibrido.

Obyetivos particulares

e Determinar la posiciéon del nectario en N. tetetzo, C. columna-trajani y el hibrido.

e Estudiar las caracteristicas estructurales del tejido secretor en N. fetelzo, C.
columna-trajani y el hibrido.

e Estudiar la forma en la cual se secreta el néctar en N. tetetzo, C. columna-trajani'y el

hibrido.

e Analizar el volumen y la cantidad energética del néctar N. tetetzo, C. columna-

trajani y el hibrido.
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Metodologia

Area de estudio. Reserva de la Biésfera Tehuacan-Cuicatlan (Fig. 1)

Se encuentra en la regién sureste del estado de Puebla y la regién noroeste del estado de
Oaxaca, presenta un clima seco o 4rido, semicalido, con una marcada época de lluvias en
verano; la precipitacién promedio anual es de 380 mm y el promedio de temperatura anual
es de 21.2 °C, estas caracteristicas estan determinadas por el efecto de sombra orogrifica
de la Sierra Madre Oriental (Arias et al., 2000). El tipo de vegetaciéon segtin Rzedowski
(1978) es Matorral Xerdfilo.

La zona de Zapotitlan de las Salinas, Puebla se encuentra localizada en 17° 48" y 18° 58~
de latitud norte y 97° 43" de longitud oeste. En el suelo de esta regién predominan la roca
caliza y los sedimentos aluviales ricos en carbonato de calcio (Valiente-Banuet et al., 2009).
Las cactidceas columnares que dominan en el valle son Myrtillocactus geometrizans,
Mytrocereus fulviceps, Pachycereus hollianus asi como Neobuxbaumia tetetzo y Cephalocereus
columna-trajani.

Reserva de la
Biosfera Tehuacan-Cuicatian.
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Figura 1. Poligono de la Reserva de la Biésfera Tehuacan-Cuicatlédn, el punto rojo
representa el sitio de colecta (Conanp, 2010).
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Unidades de estudio

Cephalocereus columna-trajani (Karw.). Subfamilia Cactoideae. Tribu Pachycereeae.
Subtribu Pachycereineae

Plantas columnares hasta 10.0 m de alto, 40.0 cm de ancho. Tallos generalmente
sin ramificacién, dpice inclinado ligeramente, verde a gris claro. Costillas 16-34,
espinas radiales 12-18, blancas. Zona fértil lateral-apical de 2-3 m de largo. Flores
6.2-7.5 cm largo, tubo receptacular de 38.5-3.8 cm de largo, blanco; estambres 0.5-
1.0 cm de largo; estilo 4.2-5.0 cm de largo (Fig. 8A). Especie endémica del Valle de
Tehuacan-Cuicatldn (Bravo-Hollis, 1978; Arias et al., 1997; Anderson, 2001). En la
Fig. 2A se observa un individuo.

Neobuxbaumia tetetzo (F.A.C. Weber) Backeb. Subfamilia Cactoideae. Tribu
Pachycereeae. Subtribu Pachycereineae

Plantas arborescentes 1.5-15.0 m de alto. Tallo principal 30.0-60.0 cm de ancho,
columnares cuando jévenes, después ramifican, ramas terminales 10.0-20.0 cm de
ancho verde-grisaceas. Espinas flexibles, zona fértil indiferenciada. Flores 4.7-5.5
cm de largo, tubular-infundibuliformes, tubo receptacular 2.2.-2.7 cm de largo;
estambres 5.0-8.0 cm de largo, estilo 1.8-2.0 cm de largo (Fig. 2C y 3C).
Bravo-Hollis propone 2 variedades: var. fefetzo para las del Valle de Tehuacdn-
Cuicatldn y var. nuda para las del istmo de Tehuantepec, diferenciadas por la
abundancia de espinas en los tallos y la consistencia de las bracteas del pericarpelo,
tubo receptacular y fruto. Se encuentra en los estados de Oaxaca y Puebla (Bravo-
Hollis, 1978; Arias et al, 1997; Anderson, 2001).

Estas dos especies no se encuentran dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010 de
proteccién ambiental de especies nativas de México y tampoco las podemos encontrar en
los listados de CITES-2011.

Cephalocereus columna-trajani x Neobuxbaumia tetetzo.

Plantas arborescentes 6-8 m de alto. Columnares cuando jévenes e incluso en
edades adultas, en algunos casos presentan un sistema de ramificacién con un
niimero de ramas intermedio entre N. tetetzo y C. columna-trajani, de la misma
manera con valores intermedios en cuanto al nimero de costillas y el nimero de
areolas (Fig. 2B). No presenta una estructura especializada para la reproduccién,
pero el 4pice pubescente es similar a un pseudocetalio, como se observa en la Fig.
3B (Vite et al., 1996). Las tlores tienen una longitud promedio de 59.231£2.65 mm,
el ancho del perianto es de 20.12+1.48 mm, las flores son hermafroditas (Ochoa,
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2012). Se encuentra en zonas de solapamiento de poblaciones de N. fetetzo y C.
columna trajani en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Vite et al., 1996; Merino, 2011;
Ochoa, 2012).

¥ TRERLL L

Figura 2. Especies estudiadas. Cephdlocereus columna-trajani (A), hibrido (B) y
Neobuxbaumaa tetetzo (C).

Trabajo de Campo

En abril de 2008 se realiz6 la primera colecta de flores en antesis. Posteriormente en abril
de 2012 se realiz6 una nueva colecta. La tabla 8 resume la colecta de flores en antesis de

Cephalocereus columna-trajani, Neobuxbaumia tetetzo y su hibrido.

La colecta de néctar se realizé solo en abril de 2012. Se llevé a cabo durante tres dfas de
las 8:00 pm a las 2:00 am, realizando un muestreo cada 3 h. Fueron 6 flores de 5 individuos
del hibrido, 3 flores de 3 individuos de C. columna-trajani y 5 tlores de 4 individuos de N.
tetetzo. E] néctar se colectd con pipetas de plastico, debido a la gran cantidad de néctar. La
muestra se deposité en viales dentro de una hielera, posteriormente se registré el volumen
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y los °Brix con un refractémetro de mano Leica 10431 con compensador de temperatura y
se volvié a mantener en una hielera fria hasta su llegada al laboratorio.

Tabla 3. Ntiimero de muestra colectada de flores en antesis en 2008 y 2012.

2008 2012
Cephalocerus columna-trajani 10 flores 4 flores (8 individuos)
Neobuxbaumia tetetzo 8 flores 4 flores (8 individuos)
Hibrido 5 flores 4 flores (4 individuos)

Figura 3. Flores en antesis y su ubicacién en la planta. Cephalocereus columna-trajani (A),
Hibrido, (B) y Neobuxbaumaia tetetzo (C).

Microtécnia
Fijacién

Se fijaron las flores completas en una mezcla de formaldehido, acido acético glacial, alcohol
etilico 96% y agua destilada (FAA), en una proporcién de 10:5:50:35 (Lopez et al., 2005).

Inclusion

Paraplast©. Los nectarios (dos secciones) previamente disectddos de flores en antesis, se
deshidrataron en una serie de etanoles graduales, a partir de alcohol etilico a 30%, 50%,
70%, 85%, 96% y dos cambios en 100% con tiempos de 2 h en cada uno; después se
comenz6 la infiltracién de parafina con xilol en diferentes proporciones (2:1, 1:1 y 1:2) por
tiempos aproximados de 12 h como minimo, a una temperatura entre 58 y 60 °C. Se
colocaron en paraplast puro, orientando las muestras y dejandolas endurecer, finalmente
se cortaron con un grosor de 7-8 pm (Ruzin, 1951; Montero, 2004; Lépez et al., 2005).
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LR-White. Los nectarios previamente disectados se deshidrataron en una serie de
alcoholes graduales hasta etanol 96%, con cambios de dos horas por cada concentracién de
alcohol, se hicieron dos cambios de una hora cada uno en etanol absoluto, posteriormente
se infiltré por medio de concentraciones de LR-White 25%, 50% y 75% durante una hora
cada una, después se hizo el cambio a LR-White puro, dejandolo minimo un dfa (Ruzin,
1951; Lopez et al., 2005).

El tejido se orient6 en cédpsulas de gelatina y se llené6 con LR-White puro para
posteriormente polimerizarlas a 50 °C durante 12 h (Lépez et al., 2005).

Tincion
Safranina- verde rapido en metilcelosolve

Se desparafinaron los cortes sometiéndolos a una temperatura de 57 °C por 30 min, se
hicieron 8 cambios de xilol, uno de xilol-etanol 100% (1:1) y se hidrataron parcialmente en
una serie etandlica de 100% y 96% por 3 min cada uno. Posteriormente comenz6 la tincién
con safranina 1% en metilcelosolve por 24 h, se lavaron con agua y deshidrataron con
alcohol 96% mas acido picrico, después con etanol 96% mdas amoniaco, a continuacién se
deshidrataron en etanol absoluto y tifieron con verde rdpido, se lavaron con aceite de clavo
y se aclararon con una mezcla de aceite de clavo, xilol y etanol absoluto. Finalmente se

montaron con resina sintética (Lépez et al., 2005).
Azul de toluidina

Los cortes obtenidos de las cdpsulas de LR-White se tifieron con azul de toluidina por
unos segundos, se lavaron con agua y se secaron en una parrilla (Lépez et al., 2005). Se
montaron en resina sintética Entellan.

Pruebas Histoquimicas

En campo se realiz6é una prueba con material fresco, utilizando una flor de cada especie y
del hibrido, dividiéndola longitudinalmente y sumergiéndola por 8 h en rojo neutro,
colorante preparado en una proporcién de 1:10,000 con agua destilada, el tejido secretor se
tifie de rojo intenso dando positivo.

Se realizaron tres pruebas utilizando cortes incluidos con Paraplast: azul negro de naftol
OH 96% para presencia de proteinas, dcido peridédico-reactivo de Schift para polisacéridos
insolubles y en lugol para almidén.
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Azul negro de naftol

Se desparafinaron y rehidrataron los cortes en una serie de alcoholes graduales
descendentes hasta etanol 50%, se aplicaron unas gotas de azul negro de naftol durante 5
minutos, se enjuagd con butanol y se pasé a xilol durante 3 min (Lépez et al., 2005). Se
montaron en una resina sintética para su observacion.

Las proteinas tifien de azul en las reacciones positivas (Lopez et al., 2005).
Acido peryédico-reactivo de Schiff

Se desparafinaron y rehidrataron los cortes en una serie de alcoholes graduales
descendentes hasta agua, se aplicé acido peryddico durante 15 min, se lavé con agua y se
aplicé reactivo de Schift por 15 min, se lavé con agua y posteriormente con 4cido acético
2% por 1 min, se enjuagaron con agua y se deshidrataron hasta xilol (Ruzin, 1951; Lépez
et al, 2005). Se montaron en resina sintética para su observacion.

El almidén y algunos polisacaridos de la pared tifien de rojo o magenta, asi como algunos
tenoles en una reaccién positiva (Ruzin, 1951; Lépez et al., 2005).

Lugol

Se desparafinaron y rehidrataron los cortes en una serie de alcoholes graduales
descendentes hasta agua y se aplicé lugol durante 5 min, se observaron al momento.

Los granos de almidén en una reaccién positiva se tifien de morado a negro (Lépez et al,
2005).

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Se utiliz6 el material fijado en FAA, llevandolo a una serie de alcoholes graduales por dos
horas a cada proporcién como se menciona en la técnica de inclusién en Paraplast©, se
llevé a punto critico con CO. para poder montarlas y cubrirlas con oro para su posterior
observacién al MEB y la toma de microgratias.

22



Procesamiento y analisis de Néctar

Los datos de volumen obtenido en el campo, de cada especie y del hibrido, se promediaron
y se graficaron con ayuda del programa GraphPad Prism 5©. También se obtuvo el valor
de volumen acumulado, sumando el volumen obtenido durante toda la noche para cada
taxa.

Con los °Brix obtenidos por el refractémetro en el trabajo de campo y con ayuda de la
siguiente férmula (Dafni, 1992) se calcul6 el valor energético del néctar*:

% de azlucar

mg en néctar = STy e— X vol.enml X densidad de la sacarosa

Teniendo en cuenta que 1 mg de sacarosa= 16.8 Joules. En cuanto a la densidad de la
sacarosa se determiné con ayuda de la tabla de “Densidad de sacarosa a 20 °C a varias
concentraciones” contenida en Dafhi (1992). De igual manera, los datos obtenidos de °Brix
y calidad energética se promediaron, ubicdndolos en una tabla.

*Los °Brix son la unidad primaria para la medicién de sélidos disueltos, utilizada ampliamente en
la industria de los alimentos. Corresponde al % de sacarosa en una solucién, es decir si la solucién
presenta 5 °Brix, corresponde entonces a 5% de sacarosa (Instruction manual Hand-Held
refractometers Models 10430, 10431, 10432).
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Resultados

Localizacion y delimitacion de los nectarios florales

Las flores de Neobuxbaumia tetetzo, Cephalocereus columna-trajani y su hibrido son
hermafroditas, presentan una cdmara nectarial en el tercio basal interno del tubo
receptacular que estd formada por la fusién de los filamentos de los estambres primarios,
por lo tanto la pared tiene la apariencia de estrias longitudinales (Fig. 4).

La flor de N. tetetzo (Fig. 4A) presenta un pericarpelo con coloracién blancuzca y los
segmentos exteriores del perianto con coloraciéon verde o verde-rojiza, siendo los tépalos
de color blanco. En cambio la flor de C. columna-trajani (Fig. 4C.) presenta un color
blancuzco en el pericarpelo y rosado muy pélido a lo largo del perianto incluyendo a los
tépalos. La flor del hibrido (Fig. 4B) tiene un pericarpelo de color blanco y a lo largo de
los segmentos exteriores del perianto es de color rojizo, siendo los tépalos de color rosado.

La pared de la cdmara nectarial presenta un tejido secretor. En N. fefetzo tiene una
posicién superior, es decir mas cercana a la primera serie de estambres (Fig. 5A). En C.
columna-trajani se encuentra a todo lo largo de la cdmara (Fig. 5C), mientras que en el
hibrido el tejido secretor se ubica en la parte media de la cimara nectarial (Fig. 5B).

La camara nectarial presenta una epidermis rica en taninos, con una zona subepidérmica
bien delimitada de células més pequefias, que representan a las células secretoras. Se
observé que el tejido secretor se encuentra altamente vascularizado y en la regién superior
del ovario, entre la pared de la cdmara y el estilo, se encuentra una zona con abundante
colénquima, por debajo de ésta zona rica en colénquima hay una abundancia en células
secretoras de mucilago, estas caracteristicas las presentan los tres taxa (Fig. 6). El
colénquima de la parte superior del ovario e inferior de la cdmara nectarial, alcanza una
profundidad de alrededor de 7-8 capas celulares en N. fetetzo y el hibrido, en C. columna-
trajani 3-4 capas (Fig. 6).

En la epidermis exterior del perianto en N. tetetzo y el hibrido se encuentran de 2-3 capas
subepidérmicas de colénquima, siendo que en C. columna-trajani solo 1-2 (Fig. 6). En los
tres taxa la abundancia de células productoras de mucilago se ubica en la zona mas cercana
a la epidermis externa, aunque en N. fetetzo hay mayor abundancia en la zona mas cercana
al ovario (Fig. 6). La epidermis externa, estd compuesta por células ctibicas en N. fetetzo y
el hibrido, y en C. columna-trajani estas células son mas alargadas, en los tres taxa son de
pared primaria delgada y lisa.

Mediante la prueba de polisacaridos insolubles, APS (acido peryédico-reactivo de Shift), se
identificé en los tres taxa una abundancia de estos compuestos en el parénquima que se
encuentra por debajo del tejido secretor, formando una linea continua desde la base del
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ovario hasta el final de la cdmara nectarial. Junto con la prueba de lugol, se confirmé la
presencia de almidén, por lo que éste representa un parénquima de reserva (Figs. 7, 8 y
10).

El parénquima de reserva estd conformado por células con paredes primarias delgadas,
estas células son de forma esférica o isodiamétrica, de tamafio mediano, presentan
abundante almidén y es en este tejido donde se presenta la mayor abundancia de tejido
vascular, estas caracteristicas las presentan los tres taxa, aunque la abundancia del
material de reserva es diferentes entre las dos especies parentales y el hibrido (Figs. 6, 7, 8

y 10).

Por Gltimo entre el parénquima de reserva y el colénquima de la epidermis del perianto, se
encuentra otro tipo de tejido parenquimadtico, caracterizado por presentar células con
paredes primarias delgadas, con forma isodiamétrica, sin contenidos celulares observables
y de mayor tamafio que las células de parénquima de reserva, con la caracteristica
adicional de que en este tejido se encuentran embebidas la mayor parte de células de
mucilago. Esto es en N. tetetzo, C. columna-trajani y el hibrido (Figs. 6, 7 y 8).

Para detectar la presencia de proteinas, se realizé la prueba histoquimica de azul-negro de
naftol. Esta prueba junto con las otras nos dio como resultado la delimitacién del tejido
secretor en la zona de la pared de la camara nectarial, ademas de mostrar que en N. tetetzo
y el hibrido el contenido de las células de mucilago, contiene proteinas abundantes (Fig.
9). La abundancia de proteinas en el citoplasma de las células secretoras, comparado con el
parénquima de reserva que se encuentra por debajo, es diferente mostrando mayor
actividad en el tejido secretor de los tres taxa (Fig. 11).
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Figura 4. Flores en antesis de las especies estudiadas. A. Neobuxbaumia tetetzo, B. Hibrido, C. Cephalocereus
columna-trajani. T= tépalos, *= estambres, >= estilo, Cn= cdmara necsarifera, = “estrias o costillas”, Ov= ovario,
Hp= hipantio.

lcm
I [ ]

Figura 5. Flores de parentales e hibrido sumergidas en rojo neutro. A. Neoburbaumia fetetzo, B. Hibrido, C.
Cephalocereus columna-trajani. Rs= regién secretora, T= tépalos, *= estambres, Cn= cdmara nectarifera, Ov= ovario.
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Figura 6. Cortes longitudinales de la camara nectarial en las especies parentales y el hibrido. A.

Neobuzxbaumia tetezo, B. Hibrido, C. Cephalocereus columna-trajani. Ovario hacia la parte inferior, androceo hacia
la parte superior de las imdgenes. Zn= Zona secretora, >= estilo, E= epidermis interna, Cc= células
colenquimatosas. Barra: 400 pm

&

Figlrra 7. Cortes longitudlales de la cAmara ne
histoquimica 4cido peryédico-reactivo de Schiff. A. Neoburbaumia tetezo, B. Hibrido, C. Cephalocereus
columna-trajani. Ovario hacia la parte inferior, androceo hacia la parte superior de las imagenes. >= estilo,
E= epidermis interna, Cc= células colenquimatosas, Zp= zona con presencia de polisacdridos insolubles.
Barra= 400 pm.
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especies parentales y el hi
histoquimica lugol. A. Neobuxbaumia tetexo, B. Hibrido, C. Cephalocereus columna-trajani. Ovario hacia la

parte inferior, androceo hacia la parte superior de las imdgenes. E= epidermis interna, Zs= zona secretora.
Barra= 400 pm.

parehtales y el hibrido, Prueba

histoquimica azul-negro de naftol A. Neoburbaumia tetezo, B. Hibrido, C. Cephalocereus columna-trajani.
Ovario hacia la parte inferior, androceo hacia la parte superior de las imagenes. Cp= células ricas en

contenido proteico, E= epidermis interna. Barrra= 400 pm.
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Anatomia de los nectarios florales

El nectario en Neoburbaumia tetetzo estd compuesto por un epidermis de células
isodiamétricas, con alto contenido en taninos, con paredes primarias delgadas (Figs. 124,
13A, 14A). La cuticula presenta una ornamentacién estriada y con presencia de formas
conspicuas parecidas a ventosas (Figs. 14A y a).

En la epidermis se encuentran escasos estomas a lo largo de todo el tejido, con las células
oclusivas arrifionadas, siendo éstos del tipo anisocitico, al encontrarse rodeados por tres
células subsidiarias, por debajo de cada estoma se encuentra una cdmara subestomatica
amplia (Figs. 13a y 14A, a). Se encontraron estomas asociados en pares como los
mostrados en la Figura 15A.

Las células por debajo de la epidermis son secretoras. En N. tetelzo se presentan dos tipos
celulares que varfan en su morfologfa (Figs. 12A, a y 13A, a). El tipo celular uno, esta
caracterizado por células pequeiias, estéricas, con paredes primarias delgadas, con una
vacuola que alcanza hasta la mitad del tamario de las células, un citoplasma muy denso y
un nicleo excéntrico muy conspicuo, y se encuentran en la zona mds cercana a la
epidermis, habiendo una alta cantidad de espacios intercelulares. Este tipo celular tiene un
grosor de alrededor de 10 estratos. El segundo tipo celular, se caracteriza por presentar
células de mayor tamafio que el primero, estas células son de forma cilindrica, se
encuentran organizadas de manera perpendicular a la epidermis, presentan paredes
primarias delgadas, con el citoplasma denso, vacuolas conspicuas y con un ntcleo
representativo en ocasiones central o excéntrico. Se encuentra localizado adyacente al
tejido vascular. Alcanza una profundidad de entre 8-9 estratos.

El tejido vascular estd representado por vasos de xilema y floema  cercanos,
particularmente al segundo tipo celular, pero sin llegar a penetrar dentro del tejido
secretor, organizados en haces de tipo colateral (Figs. 16A, a y 17A, a). El xilema esté
representado por elementos de vaso, la ornamentacién de la pared secundaria es helicoidal
y en el floema por otro lado, solo se pueden distinguir los elementos del tubo criboso y
células anexas, con un citoplasma mas tefiido (Fig. 16A, ay 17A, a).

Cephalocereus columna-trajani presenta un nectario que tiene una epidermis lisa, compuesta
por células rectangulares muy alargadas, con un contenido rico en taninos. La cuticula es
corrugada y sin las formas presentes en N. fetetzo.

La epidermis también presenta estomas de tipo anisocitico al presentar tres células
subsidiarias, las células oclusivas son arrifionadas y alargadas. Lla cimara subestomatica es
amplia, los estomas se encuentran en menor cantidad que en los otros dos taxa.

Por debajo de la epidermis se encuentra el tejido secretor, al igual que en N. fetelzo se
observaron dos tipos celulares, diferentes en morfologfa (Figs. 12C, ¢ y 13C, c). El primer
tipo celular esté caracterizado por células pequeiias, redondas, con pared primaria delgada,
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con una vacuola que alcanza hasta la mitad del tamaro de las células, un citoplasma denso,
un ntcleo excéntrico y conspicuo. Este tejido se localiza inmediatamente por debajo de la
epidermis, con una profundidad de entre 7-8 estratos celulares y el tejido presenta
abundantes espacios intercelulares. El segundo tipo celular se encuentra representado por
células de mayor tamaiio, las células presentan forma cilindrica o isodiamétrica, se
encuentran dispuestas de forma paralela a la epidermis en corte longitudinal, también
presentan paredes primarias delgadas, una vacuola prominente, un ntcleo muy conspicuo
céntrico o excéntrico. Este tipo celular se localiza adyacente al haz vascular y tiene una
profundidad de entre 10-13 estratos celulares.

El tejido vascular estd representado por xilema y floema, generalmente delimitado por el
segundo tipo celular, pero en ocasiones adentrdndose en éste, al igual que N. fetetzo el tipo
de haz vascular es colateral (Figs. 16C, cy 17C, c).

Por ultimo el nectario del hibrido presenta al igual que sus parentales una
epidermis continua, lisa y compuesta por células rectangulares. Presentan abundantes
taninos. Aunque la cuticula es corrugada y no presenta las formaciones que se encuentran
en N. fetezo. Su epidermis también presenta estomas, con células guarda arrifionadas, pero
diferentes, sin células subsidiarias alrededor, por lo que son estomas de tipo anomocitico,
la cdmara subestomdtica es amplia (18B, b y 14B, b). En este taxa al igual que en N.
tetetzo se presentan estomas en pares (15B).

Por debajo de la epidermis se encuentra el tejido secretor, solo se presenta un tipo celular,
a diferencia de los parentales (Figs. 12 y 13). Las células del tejido secretor son pequeiias,
redondas, con paredes primarias delgadas, con una vacuola grande, ocupando un gran
espacio celular, el citoplasma es denso y el ndcleo es muy conspicuo, generalmente es
excéntrico, a veces céntrico. En la zona cercana a la epidermis se encuentran abundantes
espacios intercelulares. La profundidad de este tejido es mayor a los 15 estratos celulares
(Figs. 12B, by 13B, b).

El tejido vascular se encuentra representado por xilema y floema generalmente rodeando
al tejido secretor, pero en ocasiones penetrando a éste, al igual que en las especies
parentales el tipo de haz vascular es colateral (Figs. 16B y 17B, b). El xilema y el floema es
similar a lo encontrado en N. tetetzo y C. columna-trajani. El xilema presenta elementos de
vaso con una ornamentacién helicoidal, asi como el floema es similar al presentar
elementos de tubo criboso y células anexas bien diferenciadas (Figs. 16 B, by 17 B, b).
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Figura 11. Cortes longitudinales de las especies parentales y el hibrido, prueba histoquimica de azul-
negro de naftol. Neobuxbaumia tetetzo (A), Hibrido (B) y Cephalocereus columna-trajani (C). Ovario hacia la
parte derecha, androceo hacia la parte izquierda de las imagenes. E= epidermis, Cs= células secretoras.
Barra 200pm.
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Figura 12. Cortes longitudinales de las cidmaras nectariferas de las especies parentales y el hibrido.
A, a. Neobuxbaumia teteizo; B, b. Hibrido; C, c. Cephalocereus columna-trajani. Columna derecha representa
acercamientos al tejido nectarifero. E= epidermis, T1=Tipo celular 1 del nectario, T2= Tipo celular 2 del
nectario, Pa= parénquima, Tv= tejido vascular, cabezas de flecha=espacios intercelulares, Nu= nicleo.

Barra 100 um (Izquierda), 25 pm (derecha).
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Figura 13. Cortes transversales de las camaras nectariferas de las especies parentales y el hibrido. A,
a. Neoburbaumia tetetzo; B, b. Hibrido; C, c. Cephalocereus columna-trajani. Mintsculas representan
acercamientos al tejido nectarifero. E= epidermis, Es= estoma, Cg= células guarda, Tn= tejido nectarifero,
T1=Tipo celular 1 del nectario, T2= Tipo celular 2 del nectario, Pa= parénquima, Tv= tejido vascular,

cabezas de flecha=espacios intercelulares, Nu= ntcleo. Barras 100 pm (Izquierda) y 25 pum (Derecha).
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Figura 15. Estomas en pares e

(& £ 8 1, ; s o ¢ L v
n Neobuxbaumia tetetzo (A) e Hibrido (B). Cg= células guarda, Ps= poro
estomaético, cabezas de flecha blanca= formas caracteristicas en cutfcula.

-d
Figura 16. Cortes transversales de las especies parentales y el hibrido con énfasis en el tejido
vascular. A. Neoburbaumia tetetzo, B. Hibrido, C. Cephalocereus columna-trajani. X= xilema, F= floema,
cabezas de flecha negras= tubos cribosos, cabezas de flecha blancas= células acompafiantes.
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Figura 17. Cortes longitudinales y transversales de las especies parentales y el hibrido con énfasis en

c. Cephalocereus columna-trajani. Mintisculas

b. Hibrido, C,

’

B
representan acercamientos al tejido vascular cercano al tejido secretor. X

el tejido vascular. A, a. Neobuxbaumaia tetetzo,

xilema, F= floema, V= vaso,

tes.
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Néctar

El promedio de las mediciones de la cantidad de néctar en N. tetetzo tue 519.4 ul, en C.
columna-trajan: 330.6 ul y el hibrido fue de 458.4 pl. Neoburbaumia tetetzo resulté con el
mayor volumen de néctar, asi como C. columna-trajani resulté con el menor volumen. El
hibrido presento un valor intermedio entre las dos especies parentales (Fig. 18, Tabla 4).

Respecto a los °Brix obtenidos, el néctar més concentrado se presenta en el hibrido (42.79
°Brix), seguido de N. tetelzo y por Gltimo el menos concentrado es el de C. columna-trajans,
con los datos obtenidos y con la ayuda de la férmula para obtener la cantidad de energfa,
se obtuvo la calidad energética de cada néctar (Tabla 4).

En cuanto a la calidad del néctar, la mejor calidad la obtuvo el hibrido (8.917 kJ), asi como
la menor calidad C. columna-trajani (2.189 kJ, Tabla 4) contrastando con los datos de
volumen.

800+

600+

—H

2. 400+

H

200+

Figura 18. Volumen del néctar acumulado por flor en N. tetetzo, C. columna-trajani'y su
hibrido. Se muestra el error estandar por arriba de las columnas. Barras= error estandar.

Tabla 4. Promedio de °Brix obtenidos para el néctar y su conversién a Joules en las dos
especies parentales y el hibrido.

Neobuxbaumia tetetzo Hibrido Cephalocereus columna-
trajani
°Brix 35.45 42.79 34.33
Joules 3.5683 kJ 3.917 kJ 2.189 kJ
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Discusion

Las flores de Neobuxbaumia tetetzo, Cephalocereus columna-trajani y su hibrido,
presentan una cdmara nectarial en el tercio basal interior del tubo receptacular, dentro de
esta cdmara se resguarda el néctar en espera de que el polinizador lo obtenga. La cdmara
nectarial sucede asi en casi todas las especies de la tribu Pachycereeae (Buxbaum, 1953;
Gibson y Nobel, 1986, Fuentes-Pérez, 2004).

La tnica diferencia morfolégica que presentan las diferentes cdmaras nectariales, es el tipo
de apertura, Buxbaum (1953) en su andlisis del nectario en cactdceas determiné cinco tipos
de aperturas: difusa, abierta, parcialmente-abierta, cerrada y las cubiertas por lana.

Cephalocereus columna-trajani presenta el tipo «parcialmente-abierta», descrito por
Buxbaum (1953) y mencionada también por Terrazas y Loza —Cornejo (2002), observacion
confirmada en el presente trabajo.

La camara nectarial de Neoburbaumia tetetzo y el hibrido, son iguales en cuanto al tipo de
apertura. Presentan una apertura de tipo «cerrado», es decir en la apertura de la cdmara
nectarial los estambres se fusionan de tal manera que se forma un diafragma, dificultando
la entrada o salida a la cdmara, el mismo Buxbaum (1953) lo reconocié como un subtipo de
apertura «cerrada», ddandole el nombre de tipo Neoburbaumia, utilizando como sujeto de
estudio a N. polylopha. Aunque no todas las especies del género Neoburbaumia presentan el
tipo cerrado descrito para N. polylopha, puesto que N. mezcalensis presenta el tipo de
apertura abierta (Fuentes-Pérez, 2004).

Dentro de la cdmara nectarial se encuentra el nectario, difiriendo en su disposicién a lo
largo de la pared de esta cdmara en los tres taxa, donde la mayor é4rea secretora la
presenta C. columna trajani. Los nectarios de N. tetetzo, C. columna-trajani y el hibrido,
segtn la clasificacion de Delpino (1873, citado por Schmid, 1988) formarfan parte del tipo
nupcial intrafloral, por estar relacionados completamente con la reproduccién, ademas de
encontrarse al interior de la flor, clasificaciéon redundante en éste sentido.

De manera amplia, los nectarios se habfan clasificado hasta hace poco tiempo, simplemente
en nectarios de disco y nectarios septales, los primeros exclusivos de las dicotiledéneas y
los segundos de monocotiledéneas (Rudall et al, 2008), siendo un enfoque diferente a los
propuesto por Buxbaum (1953) para cactéceas. Los nectarios de las especies tratadas y el
hibrido se encuentran al igual que otras dicotiledéneas, dentro de los nectarios de disco,
formando un anillo. Como ejemplos dentro de la familia Cactaceae tenemos a Pereskia
lychnidiflora, Opuntia tomentosa, Mammillaria san-angelensis (Montero, 2004), Polaskia
chende, Polaskia chichipe y Stenocereus quevedonis (Gudifno, 2012). La mayoria de los trabajos
reportados presentan esta clasificacién tan general, siendo entonces un caricter de poco
valor taxonémico a niveles més especificos como orden o familia.
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Con la clasificaciéon propuesta por Schmid (1988), se le asigna una divisién mas detallada y
més puntal a los tipos de nectario, asocidndolos a diferentes regiones, no s6lo dentro de la
flor y a cada parte dentro de ella, sino cualquier parte que englobe a este 6rgano
reproductor, llamado flor.

Siendo asi, entonces, el nectario de Neoburbaumia tetetzo, Cephalocereus columna-trajani y su
hibrido es de tipo hipantial, es decir se encuentra asociado a la regiéon del hipantio,
definiéndolo como la regién de la flor donde se fusionan los filamentos de los estambres
con los demds verticilos florales no reproductores (Barthlott y Hunt, 1993; Valencia et al,
2012), es decir la cdmara nectarial es parte del hipantio y en la pared de la camara se
encuentra la regién secretora.

La zona secretora o nectario se encuentra exclusivamente en la pared de la cdmara
nectarial y en el fondo de ésta se encuentran varios estratos celulares de colénquima. Al
colénquima se le han conferido funciones mecanicas, al ser un tejido pldstico y resistente
(Evert, 2006; Azcédrraga et al, 2010). Probablemente su funcién al fondo de la cdmara
nectarial de los tres taxa pueda ser ofrecer proteccién a la estructura que se encuentra por
debajo de ésta, es decir el ovario.

La epidermis de los nectarios en los tres taxa es caracteristica en los tres taxa al orientarse
las células de manera anticlinal, con una vacuola de gran tamafio representativa tipica de
los nectarios (Fahn, 1979 a, b; 1988, 1998; Nepi, 2007) con ausencia de otros plastidios, la
vacuola en este caso ocupa casi todo el volumen celular y en su interior hay abundantes
taninos.

Los taninos son producto del metabolismo secundario de las plantas, se les ha conferido
varias funciones principalmente como proteccién contra la herbivorfa, por sus propiedades
de precipitaciéon de protefnas, inhibiendo por lo tanto enzimas y se les conoce también por
sus propiedades antimicrobianas (Swain, 1977; Harborne, 1984, 1994). La presencia de
estos compuestos en la epidermis de la cdmara nectarial podria estar relacionada a sus
propiedades antimicrobianas, ya que el néctar podria funcionar como un “caldo de cultivo”
perfecto para el crecimiento de microorganismos, entonces evitando que entren al tejido
de la planta, previniendo su infeccién.

La presencia de taninos en la epidermis del nectario también ha sido reportada en otras
especies de cactdceas columnares varias especies de la tribu Pachycereeae, como Escontria
chiotilla, Neoburbaumia mezcalensis, Stenocereus pruinosus entre otras (Fuentes-Pérez, 2004).

Hay presencia de una cuticula, con diferentes ornamentaciones, que en el caso de N. fetetzo
es estriada y en C. columna-trajani es corrugada al igual que en el hibrido, sélo N. fetetzo
presenta estructuras similares a ventosas a lo largo de la cuticula, este caracter, a reserva
de un estudio a mayor detalle, podrfa ser caracteristico de la especie, ya que no se
encontraron reportadas en otras especies de la tribu.
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La secrecién del néctar se da por estomas modificados siendo la forma mas comin de
secrecion del néctar. Al no poder regular su apertura y cierre, se les asigna el nombre de
nectarostomas (Nepi, 2007). Se encuentran asociados a una cdmara subestomatica amplia y
a numerosos espacios intercelulares por debajo de ellos, sugiriendo que liberan el néctar a
estos espacios, para que posteriormente el néctar salga por los nectarostomas hacia la
cdmara nectarial. Fahn (1998) menciona a los “estomas” como una via posible de
liberacién de néctar en todas las angiospermas.

Petanidou et al. (2000), Bernardello, (2007) y Petanidou (2007) sugieren que la secrecién
por estomas se encuentra relacionada con un néctar mas concentrado y con ambientes
aridos, relacionando su ausencia con un néctar mas diluido. N. tetetzo, C. columna-trajani'y
el hibrido, se encuentran en un clima 4rido, por lo que serfa esperable que secreten néctar
concentrado necesario para los murciélagos.

En los nectarios de N. ftetetzo 'y C. columna-trajani, los estomas son de tipo anisocitico. La
presencia de células subsidiarias, resulta interesante ya que estas son conocidas por su
relaciéon con el cierre estomatico, fenémeno que no es necesario en los nectarostomas, al no
regular su apertura y cierre del ostiolo (Nepi, 2007), como lo comprobaron Gattal et al,
(2007) en Digitalis purpurea (Plantaginaceae). La presencia de células subsidiarias podria
sugerir la funcionalidad de estos estomas en un momento més temprano en el desarrollo,
dejando de ser funcionales al inicio de la antesis.

Estomas anomociticos, como los presentes en el hibrido, se han encontrado en los
nectarios de otras especies de angiospermas como Melissa oficinalis (Lamiaceae; Chwil,
2009) 'y en cactdceas como en Rhipsalis teres (Garcfa de Almeida et al, 2010),
probablemente en el proceso de hibridacién se pudieron haber perdido las células
subsidiarias descritas en los taxa parentales.

La presencia de estomas en pares como en N. tetetzo y en el hibrido, es un fenémeno no
muy reportado en las angiospermas, se ha descrito en pocas especies por ejemplo en
Lythrum salicaria (Lytrhaceae; Caswell y Davis, 2011), pero no en la familia Cactaceae.

Dentro de la familia Cactaceae las pocas especies que se han estudiado presentan estomas
como forma de secrecién del néctar por ejemplo Pereskia lychnidiflora (presenta ademas
poros), Opuntia tomentosa y Mammillaria san-angelensis (Montero, 2004), Escontria chiotilla,
Myrtillocactus geometrizans, Lophocereus schotty, Neobuxbaumia mezcalaensis, Pachycereus
pecten-aboriginum, Stenocereus pruinosus (Fuentes-Pérez, 2004), Stenocereus quevedonis
(Gudifio, 2012), aunque hay excepciones como Polaskia chende, que secreta el néctar por
fisuras de la cuticula, P. chichipe, que lo secreta por poros (Gudifo, 2012), indicAndonos
que la presencia de estomas en los nectarios no es tnico en la familia, y contrastante en
algunos miembros de Pachycereeae.

En cuanto al tejido secretor, las caracteristicas observadas como el tamafio y forma,
tamario del nicleo y de la vacuola son atributos ampliamente reportados en los nectarios
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de las angiospermas (Fahn, 1979, 1988, 1998; Nepi, 2007), como ejemplos tenemos a
Helleboerus foetidus y H. bocconer (Vesprini et al., 1999), o més especificamente en cactaceas
como Pereskia lychnidiflora, Opuntia tomentosa, Mammillaria san-angelensis (Montero, 2004),
Rhipsalis teres (Garcia de Almeida et al., 2012), Polaskia chichipe, P. chende y Stenocereus
quevedonis (Gudifio, 2012). Observando el tamaro de las vacuolas y la amplia cantidad de
espacios intercelulares en las dos especies parentales y el hibrido, podemos decir que el
tejido se encontraba en un estado activo de secrecién al momento de la colecta y que
debido a estas caracteristicas celulares la secrecién es merdcrina, es decir no se necesita de
la muerte celular para la secrecién, como en el tipo holécrino (Fahn 1979; Nepi, 2007). La
amplia presencia de protefnas indicada por la prueba histoquimica de azul negro de naftol,
da cuenta de la intensa actividad celular que tienen con el fin de producir néctar, por
ejemplo proteinas necesarias para la ruptura del almidén serfan necesarias.

Una ausencia de grandes cantidades de almidén o de polisacéridos insolubles en estas
células puede deberse a dos causas, uno es que éstas células no almacenan carbohidratos de
gran peso molecular en ningtin momento del desarrollo o que los carbohidratos ya fueron
degradados al momento de iniciar la antesis o momentos antes, como se ha demostrado en
Nicotiana langsdorffii X N. sanderae (Solanaceae; Horner et al, 2007), en la orquidea
Platanthera chlorantha (Stpiczynska et al., 2005) y en Passiflora sp. (Passifloraceae; Durkee
et al, 1981). Desafortunadamente no se cuentan estudios de este tipo en la familia
Cactaceae.

Tampoco se encontraron cristales en el tejido secretor, como se ha reportado en otras
cactaceas como Opuntia tomentosa (Montero, 2004), Polaskia chichipe (Fuentes-Pérez, 2004)

y Stenocereus quevedonis (Gudifio, 2012).

En el caso de las especies parentales se observaron dos tipos celulares, esto ha sido
reportado en el trabajo de Fuentes-Pérez (2004) sobre la anatomia de los verticilos florales
en Pachycereeae, aunque solo lo reporta para Neobuxbaumia mezcalaensis, siendo en esta
especie el tipo célular I caracterizado por la presencia de taninos. El tipo celular I, que es
en donde se encuentran la mayor cantidad de espacios intercelulares, podria ser el
encargado exclusivo de liberarlo a estos espacios, almacenandose en esa regiéon que se
comunica a su vez con los nectarostomas para su liberacién a la cdmara nectarifera, en
cambio el tipo celular II podria fungir como una comunicacién directa con el tejido
vascular y con el parénquima de reserva, siendo fuentes de nutrientes para el néctar, a fin
de comenzar y dividir la labor de produccién de néctar desde esa zona.

En cambio en el hibrido la presencia de un solo tipo celular y en grandes cantidades,
supone que la comunicacién entre el tejido vascular y el parénquima de reserva con las
células secretoras, asi como las funciones propias de la secrecién, se llevan a cabo de
manera més directa, obteniendo un néctar con mejor calidad energética que el de las
especies parentales. La presencia de més capas celulares dedicadas a la producciéon de
néctar y su probable mejor calidad de esta recompensa, hace pensar que existe una
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competencia fuerte con sus especies parentales. Para llegar a conclusiones definitivas sobre
la fisiologia de estos tipos celulares secretores se necesitan estudios mas detallados y finos
sobre las caracteristicas micromorfolégicas y moleculares del nectario.

La presencia de un parénquima de almacenamiento por debajo del tejido secretor se ha
detectado en otras especies como por ejemplo en Aloe castanea (Xanthorroeaceae; Nepi et
al., 2006) y en cactidceas como Opuntia tomentosa (Montero, 2004) relacionandose con la
formacién de néctar. Bourquez y Corbet (1991) lo relacionan principalmente con flores
nocturnas, ya que por lo general los azicares del néctar se obtienen a partir de la
fotosintesis y se transportan via tejido vascular.

Hablando de la posicién del tejido vascular, se encuentra como lo menciona Nepi (2007)
exclusivamente asociada al parénquima sub-nectarial, un tejido de células mas grandes que
las secretoras, un citoplasma menos denso y con espacios intercelulares no tan numerosos.
El tejido secretor se encuentra flanqueado por haces vasculares, este tejido se encuentra
compuesto por floema y xilema. Las células de xilema presentan una ornamentacién de
tipo helicoidal en los tres taxa.

La presencia de floema y xilema es relevante ya que hay miembros de otras familias de
angiospermas que solo presentan floema asociado al nectario floral, como en
Cucurbitaceae, Brassicaceae, Passifloraceae, Bignoniaceae o Fabaceae (Durkee et al., 1981;
Nepi, 2007), por otro lado cobra relevancia al momento de hablar de la fisiologfa del
nectario, ya que el néctar no sélo estd compuesto por carbohidratos sino también por
proteinas, aminoacidos, minerales, entre otras sustancias. La presencia o ausencia de tejido
vascular ha sido muy debatida y se ha postulado que puede haber presencia solamente de
floema o de xilema o de ambos, o bien la ausencia de un tejido vascular cercano (Fahn,
1979b, 1988, 1998). La presencia de xilema y floema se ha reportado en diversas especies
como Aloe castanea, A. greatheadii (Xanthorroeaceae; Nepi et al, 2006) por mencionar
algunas otras plantas suculentas y en Cactaceae (Pachycereeae) se ha reportado en
Polaskia chende, P.chichipe y Stenocereus quevedonis (Gudifio, 2012).

El tejido de reserva con abundantes polisacdridos y la presencia de floema y xilema, nos
sugiere que el tejido vascular y el de reserva estdn totalmente involucrados en la presencia
de carbohidratos, necesarios para alcanzar las concentraciones de aztcares presentes en el
volumen de néctar, ademas el xilema proporcionando la cantidad de agua necesaria para
este volumen y el floema proporcionando otras sustancias como los aminodcidos y
protefnas (Pacini y Nepi, 2007).

Con todas las caracteristicas anatémicas anteriormente mencionadas y discutidas se puede
decir que los nectarios de los taxa tratados son de tipo mesofilar (Vogel, 1977), debido a
que presentan una epidermis lisa, es decir sin tricomas o pubescencias y por debajo de ésta
un tejido exclusivamente secretor, con abundantes espacios intercelulares y esto asociado
a los estomas no funcionales de la epidermis, esta clasificacién a diferencia de las demas
tratadas en este trabajo es meramente estructural. Este tipo de nectario se ha reportado en
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las cactaceas Rhipsalis teres (Garcia de Almeida et al., 2012), Pereskia lychnidiflora, Opuntia
tomentosa y Mammillaria san-angelensis (Montero, 2004), lo que podria darnos una idea de
que a lo largo de la familia probablemente los nectarios florales son de este tipo.

Es contrastante que la morfologfa floral del hibrido sea mas parecida a N. tetetzo, en
cuanto al pericarpelo y el tubo receptacular, aunado al tipo de apertura de la cdmara
nectarifera y a la presencia de estomas en pares, pero con caracteristicas del polen mas
parecidas a C. columna-trajani (Merino, 2010).

En cuanto al néctar, las caracteristicas estudiadas arrojaron resultados interesantes. El
mayor volumen acumulado lo presenté N. tetetzo, asi como el menor lo present6 C.
columna-trajani, dejando al hibrido en un valor intermedio entre estas dos especies.

N. tetetzo presentd el mayor valor de volumen, 0.51 ml similar a lo reportado por Santos
(2002) de 0.56 ml y Valiente-Banuet et al. (1996) de 0.68 ml, aunque otras especies del
género Neobuxbaumia presentan valores por arriba de 1 ml (Santos, 2002). C. columna-
trajani presenta el valor més bajo con 0.33 ml, casi un tercio de lo reportado por Santos
(2002) de 1.16 ml. EI hibrido presenta un valor intermedio de 0.45 ml, aunque se observa
que tiende a ser cercano a N. tetetzo.

Lo anterior no resulta extrafio, ya que existen varias especies de cactdceas columnares
polinizadas por murciélagos, que secretan menos de 1.0 ml de néctar, tal es el caso de
Stenocereus stellatus, Pachycereus hollianus y P. crysacanthus, en el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan (Santos, 2002) y de Carnegiea gigantea, Stenocereus thurberz, S. griseus, S. pruinosus,
Pachycereus pringlei y P. weberi, en otras regiones (Santos, 2006).

Es interesante que en este caso, el volumen no esté relacionado con la concentracién y la
calidad del néctar. N. tetetzo y C. columna-trajani presentan un valor de concentraciéon
mayor que lo reportado anteriormente por Valiente-Banuet ez al. (1996) y Santos (2002), al
igual que en otras cactdceas columnares (Santos, 2006; Gudifio, 2011). De la misma
manera N. fetetzo sobrepasa el valor energético reportado por Santos (2002) de alrededor
de 2 kJ y C. columna-trajani menor que lo descrito por esta autora, rondando los 4 klJ.
Aunque Horner et al. (2008) y Santos (2006) reportan valores energéticos mas elevados
para otras cactdceas columnares.

La temporada de floracién de estas especies en 2012 fue muy corta y se produjeron pocas
flores, lo que aunado a la complejidad del terreno donde se encuentran, la altura de los
individuos y la localizacién de las flores en el apice del tallo, hizo casi imposible obtener
una muestra ampliamente representativa, haciendo dificil la interpretacién de los
resultados de néctar. Por lo cual, en el caso de C. columna-trajani, el nimero de muestra
pudo afectar los resultados, indicando un menor volumen, concentracién y calidad,
contrario a N. fetetzo, el hibrido y lo reportado por Santos (2002), quedando entonces en la
espera de una nueva colecta, poniendo énfasis en el nimero de muestra, robusteciendo asf
nuestros resultados.
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El hibrido presenta un valor intermedio en cuanto a volumen, aunque tiene la mayor
concentracién de sacarosa, por consiguiente serfa el néctar con mayor viscosidad, y el de
mejor calidad, podriamos pensar que compite directamente con N. fetetzo (mayor volumen)
ya que morfolégicamente son los mas similares.

Al igual que en las caracteristicas morfolégicas (Vite et al, 1996; Merino, 2011) este
hibrido presenta valores intermedios en cuanto al volumen del néctar, estados intermedios
son caracteristicos en otros hibridos de cactdceas columnares (Moran, 1962a; Moran,
1962b; Arias y Terrazas, 2008) y en otras cactdceas (Pinkava, 2002; Machado, 2008).

Las causas probables de la existencia de una poblacién hibrida entre las cactdceas
columnares N. fetetzo y C. columna-trajani son: la cercania filogenética (Barba, 2009 y
2012), las altas tasas de diversificacién (Magallén y Sanderson, 2001; Barba, 2009, 2012),
es decir una gran riqueza de especies surgidas en corto tiempo, asi como su ubicacién
geografica en una zona de diversificacién (Davila-Aranda et al, 2002). Aunado a la
probable ausencia de barreras reproductivas (Ochoa, 2012), el sobrelapamiento de las
poblaciones y de las fenologfas florales (Valiente-Banuet et al, 1996; Vite et al., 1996) y los
polinizadores en comin como Leptonycteris curasoae (Valiente-Banuet et al., 1996).

Podria pensarse, que la cercanfa fenotipica entre N. tefetzo y el hibrido, se debe a la
probable introgresién siendo los 6évulos del hibrido mayormente fecundados por polen de
N. tetetzo, contribuyendo a la formacién de una progenie de retrocruza (Grant, 1989;
Campbell y Aldridge, 2007). Debido a la longevidad de estas especies, no se han
encontrado reportes de qué nivel ha alcanzado la hibridacién, es decir si los individuos
analizados pertenecen a la F'1 o a alguna generacién posterior.

Una progenie de retrocruza, comparada con individuos que presenten fenotipos nuevos,
podria tener éxito y establecerse, ya que comparte una similitud mayor con alguno de los
progenitores ya establecidos en tales condiciones ambientales (Grant, 1989), tan es as{ que
los individuos hibridos reportados en campo, presentan alturas considerables, reflejo de su

longevidad.

La polinizacién por la misma especie de murciélagos y la presencia de un hibrido podria
servir como un puente entre las débiles barreras reproductivas de N. tetetzo y C. columna-
trajani, contribuyendo al fenémeno de introgresién, entendida como la contaminacion del
pool genético de una especies por genes de otra especie, favorecidas por una retrocruza de
los individuos hibridos con alguna especie parental. Si la introgresién existe podria llevar
a dos escenarios: uno, el mas optimista, aumentando la variabilidad genética de N. tetetzo o
por en el otro extremo, reemplazando a la especie original, es decir N. fetetzo (Machado,
2008). Evento atin no evaluado en estas especies, pero de importancia por sus
consecuencias genéticas y evolutivas, como ya se menciono.

Por lo que suponemos que los murciélagos juegan un papel importante en propiciar el
fenémeno de hibridacion. Leptonycteris curasoae, el principal murciélago reportado como
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polinizador de N. tetetzo, se encuentra reportado también para otras cactdceas columnares
con el sindrome quiropteréfilo (Molina-Freaner et al., 2004; Dar et al, 2006; Ibarra-
Cerdena et al., 2006), por lo que el movimiento de polen entre especies puede ser muy alto,
aumentando la posibilidad de la formacién de hibridos.

Se ha demostrado que es necesaria la presencia del polinizador y de una polinizacién
cruzada en el hibrido para la produccién de frutos, ya que son autoincompatibles (Ochoa,
2012). No solo en el hibrido, sino en otras cactdceas columnares (Valiente-Banuet et al,
1996 y 1997).

Autores como Johnson, (2007) y Strauss y Whitall (2007) mencionan que los polinizadores
son los agentes primarios de seleccién, por lo que suponemos entonces que los
murcielagos juegan un papel importante en la seleccion de las caracteristicas florales,
como mayor cantidad de estratos celulares, la presencia de estomas en pares, todo
teniendo como consecuencia la probable mejor calidad del néctar y mayor volumen.

Es importante sefialar, a pesar de que tradicionalmente se les ha conferido a los
murciélagos el papel principal de los polinizadores de estas especies, se han reportado
otros visitantes a las flores de N. fefetzo, como colibries o abejas (Valiente-Banuet et al,
1996). Sin evaluarles el papel como polinizadores secundarios, como se ha hecho en otras

especies, estudio ausente en el caso de C. columna-trajani y aGn més en el hibrido.

Esto no quiere decir, que los murciélagos no sean polinizadores, sino que, ésta
especializacién puede no ocurrir (Waser et al., 1996). Siendo probablemente el caso de
Cephalocereus columna-trajani, que al poseer una apertura mas laxa de su cdmara nectarifera
permitirfa que otros visitantes ficilmente tomen el néctar y se lleven polen consigo,
caracteristicas del néctar apartadas de N. fefetzo y el hibrido, o el mismo color del perianto,
que a pesar de ser tenue, contrasta perfectamente con el color grisiaceo del cefalio,
apoyarfan la idea de un tipo de polinizacién mas generalista. Barba (2012) sugiere una
coevoluciéon difusa entre la tribu Pachycereeae y los murciélagos polinizadores (ej.

Leptonycterts sp.), tavoreciendo la hipétesis de una polinizacién generalista.

Siendo no solo la tinica especie columnar que presentarfa un sistema més generalista de
polinizacién, como en Carnegia gigantea, Stenocereus thurberz, Weberbauerocactus weberbauerz,
Pachycereus pecten-aboriginum, Marginatocereus marginatus y Polaskia chichipe (Fleming et al,
2001; Molina-Freaner et al., 2004; Bustamante y Blarquez, 2005; Dar et al., 2006).

Serfa deseable entonces, que los estudios continuaran y que se enfocaran por otro lado, en
la polinizacién de estos taxa, para determinar no de manera empirica, quienes y de qué
manera transportan el polen de una planta a otra, como se ha hecho en otras especies de
cactaceas columnares. Evaluando la posibilidad de que especies como C. columna-trajan:

tengan un sistema de polinizacién relativamente generalista comparado con N. fetetzo y el

hibrido.
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El significado que tiene la hibridacién en las cactdceas no es trivial, ya que ha sido
considerada como uno de los fenémenos de mayor importancia en la evolucién de la
familia (Machado, 2008; Gorelick, 2009). Aunado a que como lo menciona Gorelick (2009)
es muy probable que la fuerza evolutiva de mayor importancia en este grupo sea la deriva
génica, aumentando las posibilidades de que un hibrido, con poblaciones efectivas
pequenias forme una nueva especie a lo largo del tiempo. Si este hibrido como lo
mencionan Merino (2011), Ochoa (2012) y los resultados de este trabajo estd destinado a
reproducirse, entonces cobrarfa un significado evolutivo formando un nuevo linaje, aunque
claro, habria que detectar hasta que generacién ha llegado este hibrido, la diferenciacién y
la estabilizacién genética, como se ha hecho en otras cactdceas para llegar a conclusiones
definitivas (Machado, 2008).

Aunque hay reportes de hibridos encontrados en la tribu Pachycereeae, no se ha evaluado
el papel que juega en la evolucién de este grupo, como se ha hecho en el caso de género
Gimnocalycium (Repka y Mracek, 2012) y en el género Melocactus (Lambert et al., 2006),
por lo que se espera que en un futuro se pueda lograr, aclarando su papel en este grupo de

cactaceas.

Asf mismo evaluar el fendmeno de introgresién, su papel en las poblaciones hibridas
reportadas, determinar en qué sentido se dirige y si el pool genético de alguna de las
especies parentales ha sido afectado por este fenémeno.
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Conclusiones

En Neobuxbaumia tetetzo, Cephalocereus columna-trajani y su hibrido, presentan un nectario
de tipo hipantial.

La forma de la apertura de la cdmara nectarial es en C. columna-trajani, parcialmente
abierta, en cambio en N. fetetzo y el hibrido es de tipo cerrada.

Estructuralmente los tres nectarios son de tipo mesofilar.

Las células epidérmicas de los tres taxa, presentan su lumen celular ocupado por
abundantes taninos. Respecto al tejido secretor, este presenta todas las caracteristicas
tipicas reportadas en la literatura, en N. tetetzo y C. columna-trajani consta de dos tipos
celulares, el hibrido presenta sélo uno. N. tetetzo presenta de 8-9 estratos celulares, C.
columna-trajani entre 10-13 estratos y el hibrido alrededor de 30. Por debajo del tejido
secretor hay presencia de parénquima de reserva, asf como floema y xilema organizado en
haces de tipo colateral cercanos al tejido secretor.

El modo de secrecién del néctar es por estomas de tipo anisocitico en N. tetetzo y C.

columna-trajani y de tipo anomocitico en el hibrido.

El mayor volumen de néctar lo presenta N. tetetzo, el hibrido un valor intermedio y C.
columna-trajani el menor valor. El volumen no es directamente proporcional a la
concentracién y a la calidad en N. fetetzo y el hibrido, ya que éste Gltimo presenta la mayor
concentracién y mejor calidad que el primero, C. columna-trajani presenta los valores mas
bajos de éstos dos parametros, comparandolos con N. fetetzo y el hibrido.

Para corroborar los resultados del néctar, es necesario hacer una nueva colecta, poniendo
énfasis en un aumento y homogeneizacién del nimero de muestra, ademas de realizar un
andlisis detallado de la composicién quimica del néctar.
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