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RESUMEN

Se han encontrado vestigios de que el morfo hermafrodita en las plantas fue la
condicion ancestral, por lo que se piensa que existen rutas evolutivas hacia el
dioicismo. Opuntia robusta es un buen sistema de estudio ya que tiene poblaciones
dioicas, ginodioicas, hermafroditas y trioicas. En este trabajo se describen los
visitantes florales y el néctar como recompensa floral en la poblacién del Jardin
Botanico Regional de Cadereyta, Querétaro (JBRC) y en dos poblaciones de Hidalgo
San Nicolas Tecoaco (SNT) y Matias Rodriguez (MR), ademas se describe el sistema
de apareamiento en las poblaciones de Hidalgo. El néctar se evalué conforme a su
contenido energético, el cual fue mayor en las flores femeninas, después en
hermafroditas y menor en las masculinas. Tanto en MR y SNT los principales
polinizadores fueron abejas del género Macrotera, las cuales también se encuentran
en el JBRC, en esta ultima poblacion también hay abejas del género Diadasia. Se
analizé el numero de granos de polen y de 6vulos, y de acuerdo con el cociente
polen/évulos propuesto por Cruden, en la poblacion MR se obtuvo un logaritmo de
2.44 que corresponderia al sistema de apareamiento autdgamo facultativo y en la
poblacién SNT fue de 2.62, lo cual sugiere un sistema de apareamiento xenégamo
facultativo. Después de realizar experimentos de polinizaciones controladas se
germinaron las semillas de los frutos resultantes de cada tipo de tratamiento. En la
poblacién SNT hubo mayor germinacién en los tratamientos de autopolinizacion en
comparacion con los demas tratamientos. Los resultados de los experimentos
sugieren que las abejas del género Diadasia actian como un agente de seleccién para
mantener el dioicismo en la poblacién JBRC. Mientras que SNT podria ser la poblacion
gue se encuentra mas cercana en la ruta evolutiva hacia el dioicismo en comparacion
con MR.



ABSTRACT

Vestiges have been found that the hermaphrodite morpho in plants was the ancestral
condition, so it is thought that there are evolutionary routes towards dioicism. Opuntia
robusta is a good system of study since it has dioecious, ginodioic, hermaphroditic and
trioecious populations. In this work, floral visitors and nectar are described as floral
rewards in the population of the Regional Botanical Garden of Cadereyta, Querétaro
(JBRC) and in two populations of Hidalgo San Nicolas Tecoaco (SNT) and Matias
Rodriguez (MR), as well as the mating system in the populations of Hidalgo. Nectar was
evaluated according to its energetic content, which was higher in female flowers, then
in hermaphrodites and lower in male flowers. Both in MR and SNT the main pollinators
were bees of the genus Macrotera, which are also found in the JBRC, in the latter
population there are also bees of the genus Diadasia. The number of pollen grains and
ovules was analyzed, and according to the pollen/ovules ratio proposed by Cruden, in
the MR population a logarithm of 2.44 was obtained that would correspond to facultative
autogamous mating and in the SNT population it was 2.62, which suggests an facultative
xenogamous mating system. After controlled pollination experiments, the seeds of the
fruits resulting from each type of treatment were germinated. In the SNT population there
was more germination in the self-pollination treatments compared to the other
treatments. The results of the experiments suggest that bees of the genus Diadasia act
as a selection agent to maintain dioicism in the JBRC population. While SNT may be

the closest population on the evolutionary path to diocism in comparation to MR.



1. INTRODUCCION

1.1 Lareproduccién en las angiospermas

Las angiospermas o plantas con flores constituyen el grupo vegetal mas diverso del
planeta, con mas de 250,000 especies presentes en todos los ecosistemas terrestres
y muchos acuaticos (Wikstrom et al., 2001). Este grupo taxondémico se reproduce
mediante 6rganos especializados que incluyen diversos sistemas de apareamiento, en
contraste con las gimnospermas las cuales no poseen un ovario con estilo y estigma,
y presentan polinizacién cruzada dependiente del viento (Davies et al., 2004; Barret y
Harder, 2006; Bell et al., 2010) aunque existen algunas excepciones como Ephedra
foeminea la cual puede ser polinizada por dipteros y lepidopteros nocturnos (Rydin y
Bolinder, 2015). En la mayoria de las especies del género Ephedra los insectos no son
necesarios para la polinizacién y no funcionarian como un agente de seleccién (Rydin
y Bolinder, 2015). Ademas, las plantas con flor pueden reproducirse tanto por la via

sexual como la asexual (propagacion vegetativa y apomixis).

La flor es el 6rgano reproductivo de las angiospermas. Estas estructuras
contienen a su vez los verticilos especializados sexuales femeninos y masculinos o
ambos (ovario, estigma y estilo para el verticilo floral femenino y estambres para el
verticilo floral masculino), cuya funcién tiene como fin la reproduccion, la cual
generalmente depende de los polinizadores. Las flores incluyen entre sus rasgos
florales “la atraccién y la recompensa” para los polinizadores mediante sustancias
como los azucares del néctar, aceites, esencias, polen y coloraciones especiales en
sus corolas (Passarelli y Bruzzone, 2004). Dichos rasgos florales propician que los
polinizadores depositen el polen dentro y entre las flores de un mismo individuo o en
las flores de otros individuos (Chittka et al., 1999; Abarca y Lépez, 2007). La
reproduccion sexual implica la meiosis y la fusién de las células reproductivas
(gametos). La unién de gametos masculinos y femeninos, fecundacion, es un proceso
que ocurre dentro de la flor. La reproduccion sexual de las angiospermas promueve la
variabilidad genética en la descendencia (Gillespie, 2004), generando nuevas

combinaciones genéticas que no estan presentes en ninguno de los progenitores. Las



nuevas combinaciones de genes podrian promover la adaptacion en ambientes

heterogéneos.

La reproduccion puede producirse por autofecundacion, donde los gametos
masculinos y femeninos son de la misma planta. Por otra parte, la propagacion
vegetativa es un tipo de reproduccion asexual que no implica la formacion de flores,
semillas ni frutos, sino que la descendencia se forma a partir de una parte vegetativa
gue se separa del resto de la planta como tallos, rizomas, tubérculos, bulbos, cormos

y estolones, los cuales pueden crecer hasta formar una planta completa.

La apomixis es un tipo de reproduccion asexual (Richards, 2003) donde hay
produccién de semillas, aungue no ocurran ni la meiosis ni la fecundacion. Existen dos
tipos de apomixis, la primera es la gametofitica en la cual un saco embrionario da
origen a un embridn, y la segunda es la embrionaria adventicia 0 agamospermia
esporofitica, en la que se produce un embrion a partir de las células de la nucela
(Koltunow, 1993; Bicknell et al., 2000; Richards, 2003).

1.2 Caracteres reproductivos de la flor

Se considera que el incremento en la complejidad estructural de los 6rganos
reproductivos en las angiospermas representd una ventaja evolutiva, en comparacion

con los grupos mas antiguos de plantas que habitaron la Tierra (Dreni y Zhang, 2016).

La flor es el caracter distintivo de este grupo de plantas; las flores son
estructuras complejas que contienen a los 6rganos reproductivos. Cuando las flores
poseen tanto 6rganos sexuales masculinos (androceo) y femeninos (gineceo) se les
denomina como perfectas (bisexuales) o hermafroditas. Por otra parte, si carecen de
alguna de las estructuras reproductivas se les llama flores imperfectas (Dafni, 1992).
Si las plantas presentan flores con los verticilos femeninos y masculinos
independientes, pero en el mismo individuo, se denominan monoicas. Si los sexos
estan separados en diferentes individuos se denominan plantas dioicas (Figura 1;
Dafni, 1992; Raven et al., 2005).



HERMAFRODITA MONOICA DIOICA

Figura 1. Clasificacion de las flores por sus estructuras reproductivas. A) Plantas
hermafroditas cuyas flores tienen tanto androceo (verticilo floral masculino) como gineceo
(verticilo floral femenino) en la misma flor, B) Plantas monoicas que tienen flores masculinas y
femeninas en distintas flores, en la misma planta, y C) Plantas dioicas, donde hay tanto flores
masculinas como femeninas separadas en distintos individuos. La figura se tomé y modifico
de Karasawa M., 2015.

Durante el ciclo reproductivo sexual de las angiospermas, la fase gametofitica
(produccion de células haploides que poseen un conjunto de cromosomas) alterna con
la fase esporofitica. Esta Ultima se caracteriza porque sus células poseen dos
conjuntos haploides de cromosomas. Casi la totalidad del ciclo de vida de las
angiospermas representa su fase esporofitica; la fase gametofitica tiene un periodo de
tiempo corto, en el que viven las células haploides denominadas gametos (Raven et
al., 2005).

Los gametos femeninos se denominan évulos y los masculinos son el polen.
Las anteras son los érganos reproductivos masculinos en los que se produce el polen.
El 6rgano reproductivo femenino es el ovario el cual rodea y protege a los 6vulos en el
centro de la flor. Después de que el saco embrionario es fertilizado, el évulo se
transforma en una semilla y los tejidos circundantes del ovario se convierten en los

tejidos que daran origen al fruto (Raven et al., 2005).

1.2.1 Caracteristicas de las flores de Opuntia

En México se encuentran 83 especies de las 190 nativas del género Opuntia (Guzman
et al. 2003). La mayoria de las flores de Opuntia se caracterizan porque despliegan

una estructura hermafrodita, ademas existen las morfologias unisexuales (machos y
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hembras) las cuales quizas deriven de esta estructura y se presentan por la atrofia de
los estambres o del pistilo (Del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988; Diaz y Cocucci,
2003, Camacho-Velazquez et al., 2016).

En general, las flores se desarrollan a partir de yemas (Airoldi y Davies, 2012;
Dreni y Zhang, 2016). Las flores casi siempre estan formadas por cuatro tipos de
verticilos florales: sépalos, pétalos, estambres y carpelos, dispuestos de afuera hacia
adentro de la flor. El extremo el pedunculo se amplia, para formar un receptaculo que
contiene algunas o todas las partes florales. Las cuatro partes florales son importantes
en el proceso reproductivo, pero solo las anteras (los 6rganos masculinos) y los
carpelos (los 6rganos femeninos) participan de modo directo en la reproduccion
sexual. Los sépalos y los pétalos son estériles. Los pétalos tienen la importante funcion
de atraer a los polinizadores para que ocurra la reproduccién sexual. En conjunto, los
pétalos de una flor constituyen la corola. A veces los pétalos estan fusionados entre si
en un tubo o en otra forma floral. En las angiospermas, a lo largo de 130 millones de
afos de historia de este grupo, evolucionaron un gran numero de variaciones en esta
férmula floral (Wikstrém et al., 2001).

Desde los verticilos florales externos hasta los internos, las flores de Opuntia
(Figura 2) se caracterizan por tener tépalos, los cuales son hojas modificadas o
bracteas que son extensiones del tallo y forman la corola. Son sésiles y solitarias, por
lo general, una Unica flor se produce de cada yema axilar (por ejemplo, de la aréola;
Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001). También, cuentan con numerosos estambres
gue se insertan en la parte interior del tubo floral, de los que se desprenden grandes
cantidades de polen. Poseen un estigma, que en la parte superior se divide en varios
I6bulos cuyo nimero puede variar entre las especies y cuando esta maduro puede ser
tanto himedo (secreta una sustancia de textura pegajosa que fluye libremente en su
interior) o seco (con una capa o pelicula proteica pero que no fluye libremente en su
interior), estas secreciones son importantes porque permiten la captura de polen o su
germinacion (Mandujano et al., 2010). Las aréolas son zonas meristematicas con la
capacidad de dar origen a tallos, hojas o flores (Camacho-Veladzquez et al., 2016). Otra
caracteristica importante de las flores del género Opuntia es que el nectario se

encuentra debajo de la union de los verticilos florales internos (verticilos femenino y
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masculino). Por ultimo, las flores de Opuntia se caracterizan por tener un pericarpelo,
el cual es el tejido que rodea al ovario. La epidermis del pericarpelo de las Opuntias es
simple y tiene multiples meristemos activos en la aréola, los cuales producen espinas,
cerdas y otros tipos de células epidérmicas que pueden diferenciarse en tricomas. El
pericarpelo se delimita del tejido que forma el ovario por haces vasculares de
crecimiento secundario (Fuentes-Pérez et al. 2009).

Figura 2. Morfologia de una flor hermafrodita del género Opuntia. A) Perianto, B) Estigma,
C) Estilo, D) Ovario con 6vulos rodeado de un pericarpelo, E) Anteras, F) Filamentos, G)
Nectario, H) Receptaculo. Imagen modificada de Arqueologia Mexicana, 2015. Volumen 62

por J. Benjamin Méndez-Mayer.

1.3 Clasificacion de los sistemas reproductivos en las angiospermas

La reproduccion en plantas se puede dividir en el sistema reproductivo y en el sistema
de apareamiento (mating system). El sistema de apareamiento se refiere a los

patrones de cémo y con quién se aparean los individuos en una especie (Holsinger,



2000), mientras que los sistemas reproductivos se determinan por la forma en que
ubican espacial y temporalmente las estructuras reproductivas en los individuos de una
poblacion (Barret y Eckert, 2012). La gran mayoria de las especies de plantas
presentan flores donde las estructuras femeninas y masculinas estan juntas en una
flor (por ejemplo, plantas monoicas o hermafroditas). Existen sistemas reproductivos
donde los 6rganos reproductivos estan completamente separados en plantas
individuales (por ejemplo, plantas dioicas), y también surgieron mecanismos como la
separacion temporal (dicogamia) y espacial (hercogamia) de las estructuras
reproductivas y los sistemas de incompatibilidad (Abarca y Lopez, 2007). De acuerdo
con Dafni (1992), la clasificacion de los arreglos espaciales en los sistemas

reproductivos de las plantas es:

A. Arreglo espacial de los 6rganos masculinos y femeninos:
I. Clasificacion de los sistemas reproductivos a nivel de individuo
1. Hermafroditas: individuos que solamente producen plantas con flores
bisexuales.
2. Monoicas: individuos que producen flores con 6rganos masculinos y/o
femeninos (flores bisexuales o unisexuales) en la misma planta.
3. Andromonoicas: plantas que producen flores bisexuales y masculinas
(dominan las flores del género masculino).
4. Ginomonoicas: individuos que producen flores bisexuales y femeninas
(dominan las flores del género femenino).
5. Poligamonoicas: plantas que producen flores bisexuales, masculinas y/o
femeninas.
Il. Clasificaciéon de los sistemas reproductivos en las plantas a nivel de grupo
1. Dioicas: individuos que producen flores masculinas o femeninas.
2. Androdioicas: plantas que producen flores bisexuales y masculinas.
3. Ginodioicas: individuos que producen flores bisexuales y femeninas.
4. Poligamodioicas (trioicas): individuos que producen flores bisexuales,

femeninas o masculinas.



B. Al aislamiento temporal de los 6rganos en flores hermafroditas o la existencia de
flores unisexuales en un mismo individuo (especies monoicas) se denomina

dicogamia.

La dicogamia es la separacion temporal de las funciones masculinas y femeninas que
influyen en la liberacion y recepcion del polen. En observaciones in situ, la deposicion
del polen puede observarse a simple vista o con una lupa a 10x. La receptividad del
estigma puede verificarse experimentalmente o con un método quimico. La
receptividad del estigma es crucial para el éxito en la polinizacion, ya que el estigma
debe estar receptivo para que los granos de polen puedan germinar y se produzca el
tubo polinico después de la polinizacion. En caso contrario no ocurrira la fertilizacion

(Shivanna y Tandon, 2014). La dicogamia se clasifica en:

I. Protandria: el polen se libera de las anteras antes de que el estigma sea
receptivo.
Il. Protoginia: el estigma se vuelve receptivo antes de que el polen se libere de
las anteras.
C. Rechazo o reconocimiento bioguimico por autoincompatibilidad de alelos durante
la receptividad del estigma:
|. Autoincompatibilidad: la presencia de alelos de incompatibilidad en el estigma
impide la fertilizacion debido a que los individuos tienen genes que no son
compatibles con los que reciben del polen.
[I. Autocompatibilidad: todas las polinizaciones, incluso las autopolinizaciones
resultan en la produccién de frutos.
D. Los sistemas de aislamiento reproductivo basados en el dimorfismo y la variacion

en el largo del estilo y de los estambres se denominan hercogamia.

La hercogamia es la separacion espacial de los verticilos florales compatibles
masculinos y femeninos. Para estudiarla, es necesario un analisis de algunos
caracteres morfologicos de la flor y de la conducta de forrajeo de los visitantes florales,
ademas de la importancia que tienen los visitantes florales para que se realice

exitosamente la fecundacion (Lloyd y Webb, 1992). La hercogamia se puede dividir en:



I. Heterostilia

1. Distilia: los individuos poseen flores con un estilo largo y estambres cortos
(morfo pin) o flores con estilo corto y estambres largos (morfo thrum).

2. Tristilia: es un polimorfismo floral, en el cual, los individuos tienen flores cuyo
estilo es muy corto, medio o largo, y tienen su contraparte con el largo de los
estambres.

[I. Enantiomorfia 0o Enantiostilia: se caracteriza porque los individuos poseen
anteras con dos morfos (varias anteras que le proporcionan polen a los
visitantes florales y una antera polinizadora) y dos tipos de flores que se
desvian del estilo hacia la derecha o a la izquierda del eje floral, como si fueran
un espejo la una de la otra. Dicha asimetria favorece la polinizacién cruzada y

previene la geitonogamia (Dafni, 1992).

1.4 Evolucion del dioicismo, otras combinaciones sexuales y caracteristicas

florales

En las Angiospermas, el hermafroditismo es considerado la condicion ancestral, de la
cual han evolucionado varios sistemas reproductivos, que podrian ser estados
intermedios en la ruta hacia el dioicismo (Mandujano et al., 2013; Dufay et al., 2014).
Los estudios de biologia reproductiva son sumamente importantes pues la
reproduccion es una caracteristica inherente a los seres vivos y mediante la cual los
individuos logran la perpetuacién de sus genes hacia generaciones posteriores. En
particular, para lograr el éxito reproductivo, las plantas han adoptado diferentes
estrategias que les permiten adaptarse y colonizar una vasta cantidad de ambientes y

lidiar con los desafios que ello implica (Peterson y Kay, 2014).

Otro aspecto importante en la biologia floral es la proporcion de los sexos en
una poblacion, la cual se ha planteado como una estrategia evolutivamente estable,
es decir, es una estrategia que no puede ser invadida o sustituida por otra en una
poblacién (Maynard-Smith y Price, 1973). Por ejemplo, puede decirse que una de las
ventajas del dioicismo es que la recombinacion aporta mayor variabilidad genética

respecto a los sistemas autdgamos obligados, y por lo tanto es mas complicado que



esta estrategia sea sustituida por otra (Maynard-Smith, 1979; Gillespie, 2004; Wright
et al., 2013).

En la hipotesis de la transicion del hermafroditismo hacia el dioicismo en las
poblaciones de plantas, la primera transicion implica la invasion de los individuos
femeninos en una poblacion hermafrodita. La ventaja de las plantas hembra es que
generalmente tienen mayor viabilidad en sus semillas respecto a los individuos
hermafroditas cuando los dos morfos sexuales coexisten (Spigler y Ashman, 2011).
Las desventajas de las hembras se deben a que presentan un mayor esfuerzo
reproductivo que las hermafroditas, lo que se refleja en una menor tasa de crecimiento,
retraso en la floracion y/o menor supervivencia (Jing y Coley, 1990; Allen y Antos,
1993). Posteriormente, si las hembras son exitosas y se establecen, la poblacion se
vuelve ginodioica (poblaciones conformadas por plantas hembra que son estériles para
la funcidn masculina y hermafroditas; Cuevas-Garcia y Abarca-Garcia, 2006). En la
siguiente transicion, es posible que los machos invadan las poblaciones ginodioicas y
se formen poblaciones dioicas o trioicas. Igualmente, la ventaja de los machos es que
su polen despliega mayor viabilidad en sus semillas que los individuos hermafroditas.
Al final de la transicién los machos suplantan a los hermafroditas y como consecuencia
se establece el sistema dioico en las poblaciones (Dufay et al., 2014). Estos cambios
ocurren y deben estudiarse méas a fondo a nivel intraespecifico ya que con los andlisis
filogenéticos, a nivel de especie, no se ha esclarecido con certeza cuales son los
caracteres que favorecen las transiciones hacia el dioicismo en las angiospermas
(Spigler y Ashman, 2011; Vamosi et al., 2003).

El ginodiocismo ha evolucionado de manera independiente entre
aproximadamente el 0.4% y 2% de las especies de angiospermas y se considera una
ruta evolutiva importante hacia el dioicismo (Spigler y Ashman, 2011. En estas
poblaciones, debido a que las hembras no producen polen deben recibirlo de las
plantas hermafroditas, mientras que estas pueden autofecundarse o recibir el polen de
otras hermafroditas. Ademas, en estas poblaciones la expresion fenotipica de la
esterilidad masculina también puede manifestarse de distintas maneras, por ejemplo,
las flores femeninas pueden tener O6rganos masculinos aparentemente bien

desarrollados, reminiscentes (filamentos cortos y/o anteras contraidas) o totalmente
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ausentes. Otra caracteristica es que las flores femeninas en estas poblaciones suelen

ser mas pequenfas que las flores hermafroditas (Cuevas Garcia y Abarca Garcia, 2006)

1.5 La antesis floral y los polinizadores como parte fundamental en la

reproduccion de las angiospermas

La antesis es el periodo en el que una flor permanece abierta y oferta sus estructuras
para la fertilizacion. En el inicio de la antesis los tépalos estan visibles, pero
parcialmente cerrados, lo cual no permite que sean visibles los verticilos reproductivos.
Generalmente, las plantas florecen una vez al afio o en algunas especies mas de una
vez durante el afio. Durante este periodo existe un pico o momento en el cual producen
el mayor numero de flores (Griffin, 1980). Las flores fertilizadas pueden presentar un
menor tiempo de apertura con respecto a las no fertilizadas (Meagher y Delph, 2001).
Debido a que las plantas dependen de agentes externos que actien como vectores de
polen entre los individuos, la eficiencia reproductiva de la planta dependera en gran
parte de la correcta sincronizacion entre el tiempo de apertura floral, la receptividad de
los oOrganos reproductivos y la disponibilidad de polinizadores (Badano vy
Schlumpberger, 2001).

Por otra parte, la radiacion de las angiospermas se debié en gran parte a la
coevolucion con otras especies, que interactian entre si (Ehrlich y Raven, 1964). La
conducta de los polinizadores moldea en gran medida la diversidad de los sistemas
sexuales, el flujo genético entre poblaciones y su morfologia floral (Chittka et al., 1999;

Rosas-Guerrero et al., 2014).

Recientemente se han propuesto andlisis cuyo propésito es describir las
interacciones entre especies por medio de redes, las cuales describen a las
interacciones mutualistas como la polinizacién (Bascompte et al., 2003; Bastolla et al.,
2009; Rezende et al., 2007). El patron mas conocido entre las redes mutualistas de
plantas e insectos es la anidacion, donde hay especies que interactian con varias
especies (generalistas) y especies que interactian con pocas especies (especialistas;

Bascompte et al., 2003). Se ha visto que existen especies sumamente importantes
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(hubs) que, si llegan a faltar, pueden desencadenar la extinciéon de otras (Anderson et
al. 2011; Galletti y Dirzo, 2013; Rezende et al., 2007).

Los visitantes florales que se asocian con mayor frecuencia a las cactaceas son
principalmente las abejas e inclusive se consideran los polinizadores efectivos para
muchas especies (Mandujano et al., 1996; Oaxaca-Villa et al., 2006). Los murciélagos
son importantes para los cactos columnares (Valiente-Banuet et al., 1996) y en algunos
casos, los polinizadores pueden ser los colibries (Nassar y Ramirez, 2004). Ciertas
especies de escarabajos también pueden promover la autopolinizacion (del Castillo y

Gonzélez-Espinosa, 1988).

1.6 El néctar como recompensa floral

El polen y el néctar son las principales recompensas florales que ofrecen las plantas
para propiciar las visitas de los animales. Dichas recompensas sirven como moneda
de cambio para adquirir sus servicios como agentes de polinizacion (Simpson y Neff,
1983; Cruden, 2000). Las recompensas no nutritivas (como las resinas, las ceras y los
tejidos que sirven como refugios y lugares de descanso) consisten en materiales que

producen las plantas para interactuar con otras especies (Simpson y Neff, 1983).

El néctar es una mezcla que se secreta por una glandula llamada “nectario” y
cuyos componentes principales son azlcares. L0OS nectarios se encuentran
principalmente en las flores, pero pueden presentarse en las partes vegetativas de las
plantas (Galetto y Bernardello, 1992; Rico-Gray y Oliveira, 2007). Los componentes
energéticos principales que conforman dicha mezcla son los monosacéridos fructosa
y glucosa, y el disacarido sacarosa (Percival, 1961). La heterogeneidad en la
distribucion espacial y temporal, el volumen y la concentracion del néctar, se han

estudiado por su relacion con la conducta de forrajeo 6ptimo (Pyke, 1978).

El néctar forma parte del sistema de reproduccion sexual de las plantas, es un
producto que se ofrece a modo de recompensa a un agente de forrajeo para ayudar a
las plantas con su reproduccién. Ademas, puede tener un papel importante en las
interacciones planta-polinizador, reflejando la coevolucion y las relaciones estrechas

entre las plantas y sus polinizadores (Shapiro et al., 2001; Almeida et al., 2013).
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1.7 Los sistemas de apareamiento

Los sistemas de apareamiento influyen en las relaciones de parentesco entre el grano
de polen y el 6vulo que se fusionan para originar una semilla (Holsinger, 2000). Las
polinizaciones se pueden dividir principalmente en autocruzas y entrecruzas. En la
autocruza existe transferencia de polen al estigma de la misma flor o de una flor que
pertenezca al mismo genet, mientras que en la entrecruza existe transferencia de
polen de una flor al estigma de otra que pertenece a un genet diferente (Barrett y
Harder, 2006).

Es importante estimar experimentalmente la cantidad y la calidad del polen
porque cuando éste es de baja calidad, o llega muy poco o nada de polen al estigma,
es posible que disminuya significativamente el éxito reproductivo de la planta, ya que
puede haber muy poca cantidad de semillas o éstas podrian no ser de buena calidad
0 viables como para generar plantulas, a lo que se le conoce como limitacién de polen
(Ashman et al., 2004).

Por lo general, la limitacién de polen ocurre cuando las plantas reciben menor
cantidad de granos de polen de la que se necesita para fertilizar todos los 6vulos.
Como consecuencia, producen menor cantidad de frutos o de semillas, en
comparacién a las que producirian si tuvieran un aporte de polen suficiente.
Adicionalmente, una polinizacién inadecuada afecta a las plantas a nivel poblacional,
lo que tiene repercusiones en su abundancia y en el mantenimiento de los individuos
dentro de la comunidad vegetal. La limitacién por polen puede evolutivamente originar
modificaciones en los rasgos florales y en el sistema de apareamiento de las plantas
(Knight et al., 2005). Un ejemplo es cuando los polinizadores no discriminan entre el
tipo, ni en la cantidad de polen que transportan de una flor a otra. Ademas, es muy
frecuente que las flores reciban polen interespecifico, lo cual puede afectar el
desempeiio de la flor después de la polinizacion y originar hibridaciones, un fenémeno

muy comun en las cactaceas (Aizen y Harder, 2007).

El sistema de apareamiento mixto, es decir, que combina las caracteristicas de
la autocruza y la entrecruza es muy frecuente en las cactaceas y las especies que

poseen este sistema promueven la recombinacion al mismo tiempo que aseguran la
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reproduccion (Camacho-Veladzquez et al., 2016). Algunos ejemplos de especies con
sistema de apareamiento mixto son Opuntia macrocentra, Opuntia rastrera,
Lophophora diffusa y Polaskia chende (Mandujano et al., 1996; Mandujano et al., 2013;
Cruz y Casas, 2002; Brisefio, 2016). También existen cactaceas cuyo sistema de
apareamiento es la entrecruza (xenogamia) estricta como en el caso de Ariocarpus
fissuratus, Escontria chiotilla y Opuntia cantabrigensis (Oaxaca-Villa et al., 2006;
Martinez-Peralta et al., 2014; Hernandez, 2016).

Los sistemas de apareamiento generalmente se describen utilizando
marcadores genéticos, pero una manera sencilla de aproximarse a su descripcion es
el cociente de polen/6vulos (P/O) propuesto por Cruden (1977). Este cociente toma en
cuenta la relacion que existe en la produccion de estos dos caracteres. Cruden (1977)
encontré un patron donde las plantas con bajo P/O presentan autocruza, y las que
tienen un valor alto en el cociente de polen/6vulos son plantas cuyo sistema de

apareamiento tiende a favorecer la entrecruza (Tabla 1).

Tabla 1. El cociente entre el nimero de granos de polen y 6vulos (cociente P/O) refleja

el sistema de apareamiento (Cruden, 1977).

Tipo de sistema de Cociente P/O Log del cociente P/O
apareamiento (promedio y SE) (promedio y SE)
Cleistogamia 4.7+0.7 0.65 +0.07
Autogamia obligada 27.7+3.1 1.43 £0.05
Autogamia facultativa 168.5+£22.1 2.15+0.06
Xenogamia facultativa 796.6 + 87.7 2.81+0.05
Xenogamia obligada 5859.2 + 936.5 3.65+0.06

1.8 Caracteristicas ambientales y fisiolégicas para la germinacion en las

cactaceas

Para que una semilla cumpla sus funciones, es necesario que el embrion
germine y se transforme en una plantula, la cual pueda subsistir por si misma y
posteriormente se transforme en una planta adulta. Por otra parte, las semillas de
muchas especies pueden experimentar un periodo llamado latencia o dormancia en el

cual no germinaran hasta que tengan las condiciones adecuadas que dependen de las
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necesidades y de las historias de vida especificas de cada especie (Mandujano et al.,
1997; Doria, 2010).

La latencia ocurre cuando la semilla es viable y capaz de germinar, sin embargo,
las condiciones ambientales en las que ésta se encuentra no son propicias para que
ocurra la germinacion (por ejemplo, no haya suficiente agua o no se cumplan los
requerimientos de luz y temperatura; Mandujano et al., 1997; Doria, 2010). Por otra
parte, la dormancia se presenta cuando las condiciones ambientales son adecuadas,
pero la semilla no puede germinar por circunstancias fisiologicas internas. Una de las
causas mas frecuentes de la dormancia es la existencia de inhibidores de la

germinacioén en la semilla (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

Las caracteristicas fisiologicas que debe reunir la semilla para que ocurra la
germinacion son: a) el embridn debe estar vivo y ser viable para germinar, b) la semilla
debe estar madura y c) la testa de la semilla debe permitir el paso de agua y oxigeno
(de la Cuadra, 1993). Ademas, existen cactaceas con altas tasas de depredacion,
como Opuntia rastrera la cual supera el 90% de las semillas en menos de un mes. En
el caso de los frutos de la cactacea cilindrica Melocactus violaceus, estos son
consumidos por las lagartijas Tropidurus torquatus y el proceso de germinaciéon
comienza cuando las semillas pasan a través del tracto digestivo de las lagartijas. Esto
se probd ya que las semillas defecadas por las lagartijas germinaron rapidamente en
condiciones de laboratorio, mientras que las semillas recogidas directamente de los
frutos maduros no germinaron bajo las mismas condiciones. Esta interaccion podria
ser una adaptacion para la dispersién de semillas en esta cactacea (Cortes Figueira et
al., 1994). Algunas de las semillas que son tragadas también interactian con
microorganismos para desencadenar los procesos subsecuentes de maduraciéon y

germinacion de las semillas (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).

La viabilidad en las semillas de las cactaceas es muy variable entre especies y
también puede tener relacion con el tiempo que se conservan las semillas fuera del
fruto. Por ejemplo, en Opuntia joconostle, O. stricta y O. maxima la viabilidad de las
semillas varia entre 94% y 97% y en el caso de O. stricta las semillas conservan la
capacidad de germinar hasta por 15 afios (Reyes-Aguero et al., 2006). También es

variable el tiempo que pueden almacenarse las semillas y continuar siendo viables
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después de colectarse; por ejemplo, las semillas de O. leucotricha pueden
almacenarse hasta 14 meses, las de O. stricta ain son viables si se almacenan durante
un afo (Reyes-Aguero et al., 2006). Se ha reportado en O. rastrera que sus semillas
no germinan durante el afio en que se colectaron, aun cuando 80% de éstas sean
viables, pero las que se colectaron de heces de animales después de un afio o dos de
separarse del fruto, son capaces de germinar con una tasa de germinaciéon de 37.8%
después del primer afio de almacenamiento y 57% después del segundo afio en que
se colectaron (Reyes-Aguero et al., 2006). En otros tipos de cactaceas también existen
diferentes periodos de viabilidad en sus semillas, por ejemplo, las semillas de
Stenocereus griseus pueden permanecer en el suelo durante 4 meses con la
capacidad de germinar (Silvius, 1995). En algunas especies de mamilarias, las
semillas pueden permanecer dentro de la planta por mas de 1 afio antes de germinar,
en el caso de Mammillaria napina el 70 % de sus semillas permanecen viables después

de 8 afos (Rodriguez-Ortega et al., 2006).

El presente trabajo tiene la finalidad de estudiar los sistemas de apareamiento
de Opuntia robusta Wendl en dos ambientes muy cercanos geograficamente, pero muy
contrastantes entre si (Bosque de Pino-Encino y Matorral Xeroéfilo). También, se realizé
un analisis de la produccion de néctar como recompensa floral entre las poblaciones
de Hidalgo y la del Jardin Botanico de Cadereyta de Montes, Querétaro, con la finalidad
de contrastar una poblacion dioica contra individuos hermafroditas. Por dltimo, se
quiere saber si los sistemas de apareamiento y la produccion de néctar como
recompensa floral son parte de procesos evolutivos que pueden conducir a la

transicion entre el hermafroditismo y el dioicismo.
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2. OBJETIVOS GENERALES

1. Describir la biologia reproductiva de Opuntia robusta en las poblaciones San

Nicolas Tecoaco y Matias Rodriguez de Hidalgo.

2. Evaluar si existen diferencias en la produccion de néctar como recompensa floral
entre los diferentes sexos (hermafroditas, machos y hembras) en las poblaciones
de O. robusta en San Nicolas Tecoaco, Matias Rodriguez y en el Jardin Botanico

Regional de Cadereyta, y su posible relacion con los visitantes florales.

2.1 Objetivos particulares

1. Cuantificar la cantidad de 6vulos y granos de polen de las plantas hermafroditas
en las poblaciones de Opuntia robusta en San Nicolas Tecoaco y Matias
Rodriguez, y comparar estos resultados con los obtenidos por del Castillo y
Trujillo- Argleta (2009) para las plantas hermafroditas en la poblacion trioica de
Santa Rosa, San Luis Potosi.

2. Evaluar la dinamica de produccion de néctar (hora del dia y entre diferentes dias)

en las poblaciones de Hidalgo y en la poblacion de Querétaro.

3. Realizar un analisis comparativo del néctar de O. robusta como recompensa floral
(volumen, concentracibn de azlcares y contenido energético) en las tres

poblaciones y entre los diferentes sexos.

4. ldentificar a los visitantes florales, registrar su comportamiento en las flores de O.

robusta, e identificar al polinizador efectivo para las poblaciones de Hidalgo.

5. Determinar el sistema de apareamiento de O. robusta en las poblaciones de

Hidalgo por medio del cociente polen/6vulos (Cruden, 1977).

6. Evaluar el sistema de apareamiento en las poblaciones de O. robusta en Hidalgo

mediante experimentos de polinizaciones controladas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion de la especie

Opuntia robusta (Opuntioideae: Cactaceae) es una cactacea endémica del centro de
México (Bravo-Hollis, 1978), la cual se reproduce clonalmente y por la via sexual. Esta
especie hibrida con frecuencia con Opuntia streptacantha, O. hypthiacantha y O.
cantrabrigiensis (Bravo-Hollis, 1978; Trujillo-Argueta y Gonzalez—Espinosa, 1991). De
estas especies en solo de dos de ellas se sabe que son octaploides, Opuntia
streptacantha, O. hypthiacantha. Las especies con las que estd emparentada O.
robusta son Opuntia carstenii y O. depressa, las cuales también son un grupo
octaploide (Majure et al. 2012). Mientras que no tenemos certeza de cudl es la ploidia
de O. robusta, ya que se tienen registros de que podria ser diploide o tetraploide
(Segura et al. 2007).

Opuntia robusta es una planta arbustiva, muy ramificada, de 1 a 2 metros de
altura, con ramas de 1.5 metros de largo y constituidas por articulos orbiculares,
oblongos u obovados de 15 a mas de 50 cm de longitud, los cuales son muy gruesos
presentando un ancho de 1.5 a 2.5 cm. Generalmente son de color verde azulado claro
o glauco. Sus areolas presentan espinas amarillas en conjuntos que van de 2 a mas
de 12 y en algunos casos tienen base castafia o amarillenta (Janczur et al., 2014). Los
frutos de O. robusta son carnosos, de color rojo a purpura de 4 a 8 cm de longitud,
globosos o elipticos, tienen areolas con abundantes gloquidas amarillas grandes, y
gran cantidad de semillas con forma redondeada, testa duray color café oscuro (Figura
3; Bravo-Hollis, 1978).

Las flores son diurnas, grandes, amarillas, de 5 a 7 cm de longitud y en el centro
cuentan con lébulos del estigma verdes (Bravo-Hollis, 1978). Las flores masculinas
tienen un estilo largo, estigma y ovario atrofiados. Las flores femeninas presentan
anteras atrofiadas, blancas y vacias, un estilo corto, un estigma lobular bien
desarrollado y un ovario unilocular con sus camaras completamente cubiertas con
ovulos de tamafio variable (del Castillo y Gonzalez-Espinoza, 1988). El tamafio del
estilo de las flores hermafroditas es intermedio entre el estilo largo de las flores

masculinas y el estilo corto de las flores femeninas. El ovario es similar al de las flores
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femeninas. Las anteras estan bien desarrolladas, similares a las de las flores
masculinas (Figura 3), son tetraloculares y de color amarillo por la gran cantidad de

polen que poseen (del Castillo y Gonzalez-Espinoza, 1988).

Figura. 3. Morfologia de las flores y frutos de Opuntia robusta. A) Planta de O. robusta

con flor y brotes reproductivos. B) Fruto de color rojo a purpura con abundantes gloquidas
en sus areolas. C) Flor con morfo sexual masculino; se observa el estigma reducido, las
anteras bien desarrolladas y el ovario atrofiado. D) Flor con morfo sexual femenino; se
aprecia el estigma bien desarrollado con varios l6bulos bien definidos, anteras reducidas y
ovario grande con gran cantidad de 6vulos de tamafio variable en su interior. E) Brote
reproductivo con morfo sexual hermafrodita; se observa el estigma bien desarrollado con
l6bulos bien definidos, anteras grandes y ovario con abundantes évulos de tamafio variable
en su interior. A, B y E corresponden a la poblacién Matias Rodriguez, Hidalgo, mientras
gue C y D corresponden a una poblacion dentro del parque Tangamanga en la ciudad de
San Luis Potosi. Fotos: Miranda-Pérez, A.,Mendoza-Reyes, C., Sandoval-Molina, M.
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En esta especie se han observado poblaciones con diferentes proporciones sexuales.
Por ejemplo: las poblaciones de la Sierra Fria (Aguascalientes), Cerro del Chivo y
Rancho El Carrizal, cerca del Rio Grande (Zacatecas) son hermafroditas; las
localidades en la Sierra San Miguelito, Villa de Arriaga (San Luis Potosi) y de
Huayacocotla (Veracruz) son dioicas, mientras que las poblaciones en Santa Rosa y
Tecomate (San Luis Potosi) y las cercanas a la Sierra de los Pinos (Zacatecas) son

trioicas (Rodriguez-Zapata, 1981).

Las abejas principalmente polinizan a O. robusta, el principal polinizador
reportado es la especie es Diadasia rinconis (Mandujano et al., 1996; Oaxaca-Villa et
al., 2006; Sanchez—Echeverria et al., 2017). Ademas, se ha descrito la presencia de
nectarios extraflorales en O. robusta e interacciones ecolégicas con diferentes
especies de hormigas (Liometopum apiculatum, Camponotus atriceps, Camponotus
andrei y Formica altipetens) las cuales se alimentan del néctar extrafloral que produce

esta planta (Sandoval-Molina et al., 2018; Sandoval-Molina, 2019).

La poblacion de O. robusta en Santa Rosa, SLP posee un sistema de
apareamiento mixto (del Castillo y Truijillo- Argueta, 2009). El sistema de apareamiento
mixto quiere decir que las plantas pueden autopolinizarse o presentar xenogamia ya
gue poseen individuos hermafroditas, machos y hembras. Esta especie no presenta
autoincompatibilidad y puede autopolinizarse, ademas hibridaria con otras especies
del género, como O. streptacantha (Trujillo-Argueta y Gonzalez—Espinosa, 1991) la
cual es una especie octaploide (Segura et al. 2007). También se sabe que en las
plantas de O. robusta los cladodios que caen al suelo producen raices y
posteriormente dan lugar una planta nueva, esta planta sera genéticamente idéntica a
la planta madre de la que derivo el cladodio (Observacion personal del Dr. Rafael del

Castillo). Este tipo de reproduccidén es comun en el género Opuntia (Pifia et al., 2007).

A Opuntia robusta, también se le conoce como nopal tapon, camueso o cardon
y tuna tapona (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991). Este nopal tiene diversos
usos, por ejemplo, en la construccién de cercas “vivas”, forraje para el ganado caprino,
bovino y ovino en épocas de sequia extrema o cuando no existen fuentes de alimento
alternas (Majure et al., 2012). El mucilago se puede utilizar en la fabricacion de pinturas

similares a las vinilicas. También se siembran junto con piedras para fijar el suelo y asi
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evitar la erosion (Alanis-Flores y Velazco-Macias, 2008). En el &mbito culinario O.
robusta tiene diversos usos. El fruto conocido como tuna es poco dulce pero grande,
de sabor agradable y aunque tiene gran cantidad de semillas es apreciado para
consumo humano. Los cladodios jovenes son degustados como verdura (se les
conoce comunmente como “nopalitos”; Alanis-Flores y Velazco-Macias, 2008), y los
cladodios maduros, una vez que se les ha separado la epidermis y/o cuticula, también
son fuente de alimento y se emplean para la fabricacion de mayonesa, dulces,
mermeladas, jaleas, caramelos masticables, jarabes, jugos y fermentados para
produccion de bebidas alcohdlicas (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Angeles-

Martinez et al., 2007; Romero—Lo6pez et al., 2006).

3.2 Descripcion de las zonas de estudio

El municipio de Singuilucan se localiza en el Estado de Hidalgo. Su vegetacion es muy
variada e incluye bosques de pino, de encino, de sabinos, ademas de bosques mixtos
de pino-encino y encino-pino, pastizales, matorrales, nopaleras y chaparrales; esta
variacion en la composicion vegetal de la zona se debe principalmente a la topografia
y a los diferentes climas que presenta la region, los cudles son: semiseco templado,
templado subhdimedo con lluvias en verano y semifrio subhimedo con abundantes
lluvias en verano (Avila Ramirez, 2006; INEGI, 1992; Tabla 2).

El municipio de Cadereyta de Montes pertenece a la provincia floristica
Queretana-Hidalguense (Rzedowski, 2006). La vegetacion es de tipo matorral xerdfilo
(Zamudio, 1984; Rzedowski, 2006) y su clima es semicalido templado (Villers—Ruiz y

Trejo—Vazquez, 2000; Tabla 2).

Las zonas de estudio comprendieron dos poblaciones en el municipio de
Singuilucan, en el estado de Hidalgo y una poblacién en el Jardin Botanico Regional
de Cadereyta (en adelante JBRC), en el municipio de Cadereyta de Montes, Querétaro
(Figura 4).
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Tabla 2. Coordenadas geograficas y vegetacion asociada de las poblaciones
de Opuntia robusta incluidas en este estudio.

Matias Rodriguez San Nicolas Tecoaco Cadereyta de
(MR) (SNT) Montes

Estado Hidalgo Hidalgo Querétaro
Latitud 20°2°05.56"N 20°2'38.2"N 20°41'15.8"N
Longitud 98°31°54.95"W 98°35'16"W 99°48'17.7"W
Altitud (ms. n. m.) 2573 2600 2046
Precipitacion media De 50a 150 De 50 a 150 De 400 a 450
anual (mm)
Temperatura (°C) De 18 a 22 De 18 a 22 De16a 18
Vegetacion Bosque de Pino-Encino  Matorral xerdéfito Matorral xerofito

Los datos del clima para las poblaciones MR y SNT se tomaron de la informacién disponible en
linea sobre el municipio de Singuilucan, Hidalgo en: https://es.weatherspark.com/y/6606/Clima-
promedio-en-Singuilucan-México-durante-todo-el-afio. Los datos del clima para la poblacion de
Cadereyta de Montes se tomaron de la péagina oficial del Jardin Botanico en:
http://www.concyteq.edu.mx/JB/inicio.html
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Figura 4. Localizacion de las poblaciones de Opuntia robusta que se utilizaron en este
trabajo. Se muestra la localizacién de las tres poblaciones (SNT, MR y JBRC) en los estados
de Hidalgo y Querétaro respectivamente. El mapa se realiz6 por Miranda Pérez, A. y
Mendoza Reyes, C. con el programa ARCGIS Pro, 2018.
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La primera poblacion se localiza en la localidad de San Nicolas Tecoaco (en adelante
SNT), una zona semiérida con vegetacion representativa de matorral xeroéfilo, donde
es posible encontrar Agave spp., Yucca spp., Mammillaria magnimamma, plantas del
género Tillandsia, Coryphantha spp., y otras especies de Opuntia, entre las cuales se
ha identificado a O. streptacantha, O. spinulifera, O. megacantha y O. engelmanii, las
cuales coexisten y posiblemente hibridan con O. robusta (Trujillo—Argueta y Gonzalez—
Espinosa 1991). La poblacién SNT se describié como ginodioica para O. robusta en
trabajos previos (Janczur et al., 2014) pero en los muestreos sucesivos que se
realizaron desde principios del 2015 y durante el 2016 no se encontraron individuos
femeninos en esta poblacion, por lo tanto, solamente se pudieron estudiar individuos
hermafroditas. En esta poblacion también se utiliz6 un menor nimero de plantas ya
gue en al afio 2015 cuando comenzaba la temporada de floracion ocurrieron fuertes

granizadas, las cuales afectaron la supervivencia de los brotes florales.

La segunda poblacion se encuentra en la localidad de Matias Rodriguez (en
adelante MR). En esta poblacion el tipo de vegetacién es bosque de pino-encino y la
Unica especie de cactacea que se identifico durante el trabajo de campo fue Opuntia

robusta. La poblacion MR se compone unicamente de individuos hermafroditas.

3.3 Eleccion, marcado y determinacién del sexo de las plantas

En las tres poblaciones se seleccionaron individuos con brotes reproductivos visibles
los cuales durante todo el periodo de floracién (mediados de abril hasta finales de junio
de 2015 para las poblaciones del estado de Hidalgo y marzo de 2017 para la poblacion
de Cadereyta) se marcaron con un plumén indeleble (Figura 3A) y geoposicionados
con un GPS (Garmin modelo eTrex 10), a cada individuo se le asigné un numero
consecutivo. Durante la eleccidn de las plantas se cuidé que éstas no se encontraran
muy cercanas unas de otras (de 5 a 10 metros o mas de distancia entre cada individuo)
con la finalidad de que no pertenecieran al mismo genet, es decir, que fueran individuos

genéticamente diferentes.

El sexo de los individuos de las poblaciones MR y SNT se determino

preliminarmente mediante la inspeccion visual de las flores durante la antesis, de
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acuerdo con la descripcion realizada por del Castillo y Gonzalez-Espinosa (1988). Se
observo si las anteras se encontraban bien desarrolladas y de color amarillo 0 més
bien atrofiadas, reducidas y blanquecinas por ausencia de polen, en este caso se
trataria de una planta de sexo femenino. Por otra parte, cuando se encontraron las
anteras desarrolladas y de color amarillo se busco6 que los Iébulos del estigma fueran
mas de 10 y que estuvieran desarrollados; si cumplian con estas dos caracteristicas
se considerd que los individuos eran hermafroditas. Los sexos de las plantas de la
poblacién dioica del Jardin Botanico Regional de Cadereyta fueron determinados por
la Dra. Maria del Carmen Mandujano del Instituto de Ecologia, UNAM y corroborados

con los caracteres especificos que se mencionaron anteriormente para cada sexo.

Posteriormente, en el laboratorio se hicieron observaciones mas precisas con
la finalidad de determinar y corroborar el sexo de las plantas de Hidalgo; para ello se
utilizé un brote floral colectado en campo, correspondiente a cada planta. Dichos
brotes se guardaron en alcohol al 70% para su preservacion. Las medidas y los datos
que se tomaron de estos brotes reproductivos se describen mas adelante.

3.4 Determinacién del sistema reproductivo de Opuntia robusta

Para determinar el sistema reproductivo en las dos poblaciones de O. robusta
estudiadas en el estado de Hidalgo se tomaron diversas medidas y observaciones de
las flores, in situ y en el laboratorio. Por ejemplo, debido a que la observacion de las
anteras es sencilla con la ayuda de una lupa, se registré el momento en que las anteras
estuvieron dehiscentes (cuando tuvieron aspecto granuloso producto de la liberacion
de polen) y se observo si existia la presencia de polen en el perianto de la flor (Figura
4, A, ByQC).

También se registré el momento en el que el estigma de las flores observadas
estuvo receptivo para aceptar el polen. El estigma de las flores se considero receptivo
segun el grado de apertura de sus lobulos y el recubrimiento de mucilago o viscosidad
de éste. Se considerd que el estigma no estaba receptivo cuando los I6bulos estaban

totalmente cerrados y no existia presencia de mucilago o viscosidad en su interior
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(Figura 4 B y C). Estas observaciones fueron importantes para evaluar la posible
existencia de dicogamia in situ en las flores.

En las poblaciones de O. robusta en Hidalgo se colectaron brotes florales
maduros a punto de realizar la antesis (68 plantas de la poblaciéon MR y 20 plantas de
la poblacion SNT). Estos brotes se colocaron en un frasco con alcohol al 70% para
conservarlos. En el laboratorio, a cada brote se le realizé un corte longitudinal para
dejar expuestas sus estructuras reproductivas. Con la ayuda de un microscopio
estereoscopico (Leica modelo MZ 125 objetivo 3X), se contabilizd el nUmero total de

anteras y el numero total de 6vulos dentro del ovario (Figura 4 Dy E).

Figura 5. Atributos florales para determinar el sistema reproductivo de Opuntia robusta.
A) Corte longitudinal del brote floral antes de la dehiscencia de las anteras y de la receptividad
del estigma, también pueden apreciarse los évulos en el interior del ovario. B) Flor con anteras
dehiscentes y estigma aun no receptivo. C) Flor donde se observa la dehiscencia de las
anteras y el estigma receptivo. D) y E) Imagenes de las anteras y los 6vulos obtenidos de las
flores preservadas, microscopio estereoscopico objetivo 3X. y F) Brote floral y caracteristicas
morfolégicas que se midieron de las flores preservadas en alcohol al 70%.
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Del mismo brote floral se extrajeron dos anteras que no estuvieran dehiscentes y cada
antera se almacend en un tubo Eppendorf abierto. Dichos tubos se rotularon para
identificar a cada individuo, se colocaron en una gradilla y se introdujeron en una bolsa
Ziploc la cual se cerr6 herméticamente durante 12 horas. La bolsa Ziploc en la que se
introdujeron los tubos contenia arena silica gel para absorber la humedad de las
anteras, evitar la aparicion de hongos y almacenar los granos de polen hasta que

pudieran contarse (Kearns e Inouye, 1993).

En el laboratorio se conto el numero de granos de polen de cada antera que fue
preservada dentro de los tubos Eppendorf. Cada antera se extrajo cuidadosamente
con unas pinzas entomolégicas, se colocé en un portaobjetos con un acetato
cuadriculado (1 x 1 mm) en la parte de abajo, para emular una camara de Neubauer.
A cada antera se le agreg6 1 ml de agua destilada y se presion6 con un agitador de
vidrio para liberar los granos de polen de su interior. En caso de que no fuera posible
sacar la antera del interior del tubo, se agregé 1 ml de agua destilada y el tubo se
sometio a vibracion con un Vortex, lo que permitio la liberacion de los granos de polen.
Posteriormente el contenido del tubo se vertié en el portaobjetos. Cuando los granos
de polen estuvieron aglutinados y no era posible contarlos, se les agregé una solucién

de etanol al 70% para separarlos.

Para estimar el numero de granos de polen por flor se contaron los granos de
polen en dos anteras por cada brote floral y posteriormente se multiplicé el nimero de
granos de polen promedio que se obtuvo de las dos anteras, por el nUmero total de

anteras de la flor.

Se tomaron fotografias de cada brote floral conservado en alcohol al 70% con
un microscopio Carl Zeiss y una camara digital de microscopia modelo AxioCam ICc 5
(Figura 4F). Las fotografias se calibraron con una regla digital en milimetros. En cada
flor se midio la longitud total de los estambres, el largo y el ancho de la cavidad del
ovario para calcular su area, ya que las flores femeninas y hermafroditas presentan
una cavidad mas grande gue las flores masculinas (del Castillo, 1986), la longitud total
del estilo con el estigma y el ancho del estilo, asimismo se contd el nUmero de Ié6bulos

del estigma (Figura 4F). Estos datos se utilizaron para determinar las caracteristicas
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morfologicas de los individuos, evaluar la presencia de heterostilia u homostilia, y
probar si existen diferencias morfologicas florales entre las poblaciones.

3.5 Antesis floral de Opuntia robusta en las poblaciones de Hidalgo

Con la finalidad de conocer todo el desarrollo floral de O. robusta y su posible variacion
entre las poblaciones MR y SNT, se cubrieron brotes florales (MR = 124 brotes y SNT
= 41 brotes) con bolsas de papel encerado (glassine). Dichas bolsas se horadaron con
un alfiler y se sujetaron en la base de la yema floral con un clip una semana antes de
la apertura de la flor. El dia en que emergieron los tépalos, pero no abrié el perianto
completo se consideré como dia 0, el primer dia en que abrié el perianto completo se
consideré como dia 1y asi sucesivamente (dia 2, dia 3) durante los dias en los que la

flor permanecié turgente y hubo apertura floral.

Los brotes florales que fueron embolsados se revisaron diariamente y con un
vernier electronico se registro la medida de la apertura floral a diferentes horas durante
todos los dias de vida de la flor. También se registré el primer dia de apertura floral, si
las flores volvieron a abrir en dias sucesivos y cuantos dias abrieron, las horas desde
que la flor abrié hasta que cerro, el punto maximo de apertura del perianto, el pico y el
término de la floracion (considerados como el momento en el que florecié la mayor y
la menor cantidad de las flores respectivamente) por planta y por poblacion (Cruden,
1977; Dafni, 1992).

3.6 Registro de los polinizadores y colecta de datos del néctar como recompensa

floral

En los estudios de biologia floral, es importante registrar el comportamiento de los
visitantes florales y tomar en cuenta el tipo de polinizador, su conducta y el tiempo que

invierte en ella (Altmann, 1974).

Las conductas de los visitantes florales que se registraron fueron las siguientes:
el forrajeo de recompensas florales (néctar o polen), si hubo contacto con el estigma,

o la simple visita a la flor. En las poblaciones MR y SNT las observaciones se realizaron
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en las plantas a las que se les midi6 la apertura floral y que estuvieron lo
suficientemente alejadas entre si (al menos 50 metros de distancia), para tener una
muestra al azar y representativa de la poblacion de los visitantes florales. En promedio,

los registros tuvieron una duracién de 2 minutos y medio en cada planta.

Con una camara digital (Sony Dsc-w70 de 7.2 Megapixeles), se realizaron
grabaciones en algunas plantas. Estas grabaciones se realizaron durante el tiempo en
el que estuvieron activos los visitantes florales (de 0900 a 1500) horas en que la
actividad de los visitantes florales inicié y disminuyd, respectivamente. También se
colectaron algunos ejemplares de los visitantes florales los cuales fueron conservados
en alcohol al 70%. Las capturas se realizaron cuando los insectos se encontraban
activos sobre la flor. Los ejemplares de abejas preservados para su identificacion
fueron fotografiados con un microscopio de camara modelo AxioCam ICc5 y
posteriormente fueron identificados por el Dr. Ismael Alejandro Hinojosa Diaz,
especialista en sistemética del grupo Hymenoptera: Apoidea del Instituto de Biologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México.

De las recompensas florales que O. robusta ofertd a sus visitantes florales
(principalmente abejas), se estudio principalmente el néctar. El néctar se extrajo a
partir de flores de las tres poblaciones que se estudiaron con la finalidad de medir la
cantidad producida por cada flor. Para ello, se eligieron flores de plantas al azar las
cuales fueron embolsadas con bolsas de papel encerado y se cerraron con un clip en
la base de la flor para evitar que el néctar fuera extraido por los visitantes florales. La
extraccion del néctar se realiz6 con jeringas para insulina y se almaceno en microtubos
Eppendorf de 1.5 ml, los cuales se mantuvieron congelados en un refrigerador

convencional hasta que pudieron analizarse en el laboratorio.

Para la cuantificacion del volumen del néctar, cada una de las muestras se
sometid a centrifugacion para purificarlas, ya que en algunas de ellas se observaban
solutos en su interior (por ejemplo, polen) producto del momento en que se extrajo el
néctar de la flor. Otra razon para centrifugarlas fue para que las gotas de néctar que
se encontraban en las paredes del tubo se unieran y se mantuvieran como un liquido
uniforme y facil de manejar. Para este procedimiento se utilizO una centrifuga

(Eppendorf 5415 C) durante 2 minutos a una velocidad de 14,000 revoluciones por
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minuto. Al finalizar este procedimiento los sélidos se precipitaron en un pellet en el
fondo del microtubo, lo que facilité la extraccion de la muestra del tubo. El volumen de
cada muestra se cuantifico con la ayuda de micropipetas de 10 y 20 microlitros (ul).
Siempre se cambid la punta de la micropipeta entre cada muestra para evitar que se

contaminara.

La concentracién de los azucares del néctar se estimé al colocar 10 pl de cada
muestra en un refractometro (Atago MASTER), el cual mide los grados Brix de 0 a 33%
de concentracion de solutos. Debido a que el refractdmetro funciona con la incidencia
de la luz, todas las observaciones se realizaron en un laboratorio con iluminacion
adecuada. Para estimar el contenido energético de las muestras de néctar se utilizaron
las lecturas en grados Brix que se obtuvieron con el refractometro y el volumen en
microlitros de cada muestra de néctar. Estos datos permitieron expresar dichos
resultados en calorias. Primero se utiliz6 la siguiente ecuacion para estimar los

miligramos del disacarido sacarosa en la muestra:

grados Brix  Volumen de la . Densidad de

Miligramos de sacarosa en la muestra =
g 100 muestraen ul = la sacarosa

donde el valor estandar de la densidad de la sacarosa es de 1.59 g/cm3. Después para
estimar el contenido energético, cada muestra se multiplicé por 4, ya que este es el

valor de 1 mg de sacarosa equivalente en calorias (Dafni, 1992).

3.7 Evaluacién del sistema de apareamiento de Opuntia robusta por medio de

experimentos de polinizacién controlada

Para determinar el sistema de apareamiento de O. robusta se utilizaron los datos del
namero de granos de polen y el numero de 6vulos por brote floral que se obtuvieron
con la técnica descrita anteriormente. Con estos datos se determind el cociente
polen/évulos propuesto por Cruden (1977) en el cual se divide el promedio de granos
de polen entre el promedio de Ovulos de las plantas de cada poblacion. Estos
resultados se compararon con la Tabla 1, para determinar el sistema de apareamiento

en las poblaciones MR y SNT. Para comprobar que se cumplen los sistemas de
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apareamiento predichos por la hipétesis de Cruden (1977) se realizaron experimentos

de polinizacion controlada.

Los experimentos de polinizacion controlada en las plantas de O. robusta se
realizaron entre los meses de abril y julio del 2015 y solamente se utilizaron plantas
hermafroditas debido a que, como ya se dijo anteriormente, no fue posible encontrar
otros morfos florales en las flores de las plantas de las poblaciones en Hidalgo. De
acuerdo con la metodologia propuesta por Kearns e Inouye, (1993) el experimento de
polinizaciones controladas consistio en cinco tratamientos y un grupo control. Al elegir
una planta se le realizaron diferentes tratamientos al azar. Ademas, se traté de aplicar
el mayor nimero de tratamientos a la misma planta, dependiendo del nimero de flores

que tuviera disponible. Los tratamientos que se realizaron fueron:

e Autopolinizacion automatica: Las flores se cubrieron con bolsas de papel
encerado antes de la antesis. Las bolsas fueron horadadas con un alfiler y se
cerraron con un clip en la base de la flor para aislarlas de los visitantes florales.
Estas flores se dejaron embolsadas sin otro tipo de manipulacion hasta que la flor

cerr6 de manera natural.

e Autopolinizaciéon manual: En este tratamiento también se cubrieron las flores
antes de la antesis para evitar algun tipo de manipulacion de los visitantes florales.
Posteriormente, durante la antesis se les cortaron las anteras a las flores. Luego
con ayuda de un pincel y unas pinzas entomoldégicas se les depositd polen de la
misma flor en el estigma receptivo (cuando los l6bulos del estigma estuvieron
totalmente abiertos y habia mucilago en su interior). Luego de aplicar el polen dentro

del estigma, la flor se cubrié nuevamente con una bolsa nueva y limpia.

e Entrecruza manual: Antes de la apertura floral, en cada brote floral se aisl6 el
estigma con un popote de plastico, se emasculd y se embolsé hasta que el estigma
estuvo receptivo. Posteriormente, se hizo una mezcla con polen de 5 plantas
diferentes, alejadas al menos 500 metros de la flor que se utilizé para este
tratamiento. Esto se realiz6 con la finalidad de que el polen procediera de plantas

de diferente genet. Cuando el estigma estuvo receptivo, la mezcla de polen se
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deposito en el estigma con un pincel y la flor se cubrié con bolsas de papel encerado
nuevas para evitar la contaminacion del estigma con polen diferente de la mezcla

gue se describi6é previamente, o incluso polen de la misma flor.

e Suplemento de polen: Las flores de este tratamiento estuvieron expuestas a los
visitantes florales durante todo su tiempo de vida, sin ningun tipo de aislamiento o
manipulacion, pero en el estigma receptivo se colocé una mezcla de polen de al
menos 5 plantas diferentes, que estuvieron alejadas al menos 500 metros de la
planta en la que se aplico el tratamiento para evitar que fueran individuos del mismo
genet. Este tratamiento se realiz6 con la finalidad de compararlo con el tratamiento
control para evaluar la limitacion de polen (Kearns e Inouye, 1993; Martinez-Peralta,
2007).

e Apomixis: A las flores se les cortaron manualmente las anteras y se les aislo el
estigma antes de que maduraran. Este tratamiento se realizé para observar si las
plantas de O. robusta en las poblaciones de Hidalgo tienen la posibilidad de producir
semillas sin que el polen fecunde a los 6vulos. Debido a la poca disponibilidad de
flores para realizar experimentos en la poblacion de San Nicolas Tecoaco, las flores
gue se utilizaron para probar la existencia de apomixis fueron Unicamente de la

poblacién Matias Rodriguez.

e Control: A este experimento también se le llama polinizacion abierta. A estas flores
no se les aplicé ningun tratamiento en especifico, es decir, las flores del tratamiento
control abrieron normalmente y estuvieron expuestas a los visitantes florales sin

ningun tipo de manipulacion o aislamiento durante todo su tiempo de vida.

Durante el periodo de fructificacion (de agosto hasta noviembre de 2015), se
colectaron los frutos maduros de las flores a las que se les aplicé algun tratamiento de
polinizacién controlada y al grupo control. Todos los frutos se midieron con un vernier
digital (Mitutoyo) para estimar su volumen. Las variables que se midieron se definieron

como: A = diametro central, B = largo y C = altura.
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El volumen de los frutos se estimé por medio de la siguiente ecuacién para una elipse

en revolucion (Moreno, 2016):

4
V= <§)nXAXBXC

Posteriormente se contaron las semillas de todos los frutos colectados de cada
tratamiento. EIl volumen del fruto y el nUmero de semillas se utilizaron como variables

para medir la efectividad de los tratamientos de polinizacién controlada.

3.8 Germinacién de semillas de los frutos producidos mediante los experimentos

de polinizacién controlada

Una vez colectados los frutos, las semillas se separaron de la pulpa mediante lavados
sucesivos con abundante agua Yy friccionando las semillas dentro de una bolsa de tul.
La eliminacién del mucilago es importante para la preservacion o el almacenamiento
de las semillas, ya que de no eliminarse totalmente el mucilago se favoreceria la
aparicion de hongos, los cuales degradarian la testa o incluso el embridén; ademas la
aparicién de hongos dificultaria de manera significativa la germinacién de las semillas

en el laboratorio (Dra. Mariana Rojas-Aréchiga, comunicacion personal).

Las semillas limpias se esparcieron sobre toallas de papel absorbente y se
almacenaron en un estante con buena ventilaciéon de 2 a 3 dias hasta que estuvieron
completamente secas. Posteriormente se colocaron en bolsas de papel estraza y se

rotularon con el nombre de cada brote floral, planta y poblacion.

Para la germinacion de las semillas solamente se consideraron las plantas que
tuvieron el mayor nimero de tratamientos realizados. En la poblacion SNT, se eligieron
65 frutos al azar y en la poblacion MR se eligieron 89 frutos al azar correspondientes
a 29 plantas en ambas poblaciones, en la mayoria de estos frutos se utilizaron 40
semillas por fruto, ya que Unicamente en 7 frutos no se logro obtener este nimero de
semillas para la germinacion. Las semillas se germinaron en el laboratorio de Genética

Ecoldgica y Evolucion del Instituto de Ecologia, UNAM mediante el protocolo
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especifico para germinar semillas de cactaceas (Shishkova et al. 2013). El

procedimiento completo se detalla a continuacion.

Las semillas se sometieron a un proceso de escarificacion quimica con la
finalidad de acelerar el proceso natural de la eliminacion de la testa. Las semillas se
introdujeron en &cido sulfurico concentrado (95% - 98%) durante 90 minutos, luego se
lavaron tres veces con agua destilada y se sumergieron en etanol al 70% por 10
minutos. Después de este procedimiento, las semillas nuevamente se lavaron con
agua destilada y se sumergieron en NaCl (Cloro comercial o Cloralex) al 60% durante
15 minutos. Por dltimo, se les hicieron cuatro lavados con agua destilada estéril para
remover todos los quimicos utilizados y los desechos de la testa de las semillas. Al
finalizar la escarificacion, las semillas estuvieron listas para sembrarse en el medio de
cultivo.

El medio de cultivo se preparé de la siguiente manera: en 3 litros de agua
destilada se disolvieron 45 gramos de sacarosa (al 99.5%; Sigma Aldrich), 2.25 gramos
de reactivo para cultivo de tejidos MES o sales de Sodio (al 99%; Sigma Aldrich) y 3.96
gramos de medio de cultivo MS al 0.2X (Murashige and Skoog Basal Medium; Sigma
Aldrich). Cada reactivo se afiadié lentamente en el agua destilada y se aplicé agitacion
continua para que todos los reactivos se disolvieran perfectamente. La solucion
resultante se calibré con KOH 1M hasta que llegara a un pH de 5.6. Toda la mezcla se
afor6 nuevamente hasta 4.5 litros y se vertié en 6 matraces de vidrio con capacidad de
1L. En el interior de cada matraz también se agregaron 6 gramos de agar
bacteriol6gico (Bacteriological agar; Molecular Sigma Biology). Los matraces con el

medio de cultivo se esterilizaron en una autoclave durante 25 minutos.

Después de la esterilizacion, el medio de cultivo se verti6 en cajas Petri
desechables en condiciones estériles. Las 40 semillas, que sirvieron como réplicas, se
sembraron en dos cajas Petri por fruto (20 semillas en cada caja Petri a modo de

repeticiones del experimento de germinacion) y se les asigné un nimero consecutivo.

Para facilitar la siembra y la revision de la germinacién de cada semilla, se utilizé
un acetato transparente marcado con puntos de plumén indeleble. Cada punto tuvo
una distancia de separacion de 0.5 centimetros entre si. Dicho acetato se coloco

debajo de la caja Petri mientras se sembraban las semillas y cada caja se marco en
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cuatro puntos, con cuatro marcas diferentes, las cuales siempre debian coincidir
durante la revision de la germinacion de las semillas. Esto se hizo con la finalidad de
preservar siempre la misma orientacién durante la revision de las cajas en las que se

sembraron las semillas y no confundir el orden en que germinaron.

Todas las cajas Petri se colocaron en camaras de germinacion, dichas camaras
se calibraron a una temperatura de 28 °C con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad.
Las semillas se revisaron diariamente durante 90 dias y se registro el dia en el que
germind cada semilla. Cada vez que se terminé el agar dentro de las cajas Petri, las
semillas se resembraron en cajas nuevas, preservando siempre el numero y la
ubicacién de las semillas. De esta manera se obtuvo una medida de la tasa de
germinacion de las semillas y del éxito reproductivo de cada poblacién por tratamiento

de polinizacion controlada.

En la poblacion MR se contaron 120,897 semillas y en la poblacién SNT 38,283
semillas, para un total de 159,270 semillas recolectadas entre ambas poblaciones. Del
total de semillas se emplearon 6,097 semillas pertenecientes a las dos poblaciones de
Hidalgo, 3,514 semillas de la poblacién MR y 2,583 de SNT.

3.9 Andlisis estadisticos

Para el nimero de 6vulos y el nimero de granos de polen, por separado y como
variables de respuesta, se puso a prueba la hipotesis de que no existen diferencias
entre las dos poblaciones del estado de Hidalgo (SNT y MR). Para esto se utilizé un
modelo lineal generalizado (GLM) para cada variable de respuesta, en donde se
asumié que las poblaciones son factores fijos, una distribucién Gamma y una funcion

de enlace logaritmo ya que fue el modelo que mejor se ajusté a los datos.

Para efectuar comparaciones entre las poblaciones MR y SNT sobre las
caracteristicas morfolégicas de los brotes florales (nUmero de |6bulos del estigma,
namero de anteras, largo total del estilo y el estigma y el ancho del estilo, area de la
cavidad del ovario y largo de los estambres), se utiliz6 un modelo lineal generalizado
(GLM) donde, en la mayoria de los casos, se asumié una distribucion Gamma y una

funcién de enlace logaritmo. Especificamente para el largo de los estambres y el ancho
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del estilo se utilizé una distribucién Gauss inversa con una funcion de enlace identidad.
En cada una de las caracteristicas morfologicas, por separado, se probd la hipotesis
de que éstas no difieren entre las poblaciones (por ejemplo, que el numero de I6bulos

del estigma en la poblacion SNT y MR son iguales).

Se realizé un andlisis GLM donde se asumié una distribucion Gamma y una
funcion de enlace logaritmo para evaluar la hipotesis de que las flores de las
poblaciones SNT y MR tienen un promedio de apertura similar, en este analisis la
variable de respuesta fue el tamafio promedio de la apertura floral entre las dos

poblaciones de Hidalgo.

En el caso del néctar, se probo la hip6tesis de que el volumen, la concentracion
de los azlcares en grados Brix y el contenido energético fueron similares entre los
sexos de las tres poblaciones. Para ello, se realizaron modelos lineales generalizados
mixtos (GLMM) para estas variables de respuesta, por separado, donde se utilizaron
los sexos como el efecto fijo y las poblaciones fueron el factor aleatorio, con una
distribucién Gamma y una funcion de enlace logaritmo. Solo en el caso del néctar, se
analizaron las tres poblaciones MR, SNT y Cadereyta. Asimismo, se evalué el
contenido energético del néctar de las hembras de la poblacién de Cadereyta con
respecto al néctar de las plantas de la poblacion MR para probar si las plantas
producen el mismo contenido energético en el néctar. Con la finalidad de probar esta
hipétesis se realizé un GLM del contenido energético, como variable de respuesta, con

una distribucion Gamma y una funcion de enlace logaritmo.

En cuanto a los experimentos de polinizacién controlada, se probo la hipétesis
de que las variables de respuesta del nimero de semillas y el volumen de los frutos,
por separado, no difieren para los experimentos de polinizacion controlada en las dos
poblaciones de Hidalgo. Se realizaron GLMM para el nimero de semillas y el volumen,
por separado, los experimentos fueron el factor fijo y las poblaciones el factor aleatorio,
con una distribucion Gamma y una funcion de enlace logaritmo. Para determinar si
existen diferencias intrapoblacionales se realizaron cuatro GLM, por separado, para
las dos variables de respuesta y para las dos poblaciones MR y SNT con una

distribucion Gamma y una funcion de enlace logaritmo como factores fijos.
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En los analisis anteriores de GLM y GLMM para las variables de respuesta volumen
del néctar, concentracion de azUcares en grados Brix, contenido energético del néctar,
namero de semillas y volumen de los frutos, se asumié que los datos de estas variables

de respuesta se ajustaron a una distribucion gamma con un enlace logaritmo.

Para determinar si habia diferencia en la tasa de germinacién de las semillas
que se extrajeron de los frutos producto de los experimentos de polinizaciones
controladas se realizé un analisis mediante un modelo lineal generalizado (GLM) con
una distribucion Binomial y una funcion de enlace logaritmo. En este caso se utilizé
una distribucion binomial porque la variable de respuesta tuvo dos valores diferentes,
germin6 o no germind. Respecto a la evaluacion de la tasa de germinacion para los
experimentos de polinizacion controlada se realiz6 un GLMM, donde la variable de
respuesta fue el porcentaje de germinacion, los experimentos de polinizacion fueron el
factor fijo y las poblaciones el factor aleatorio. Se utilizd una distribucién Binomial y
una funcion de enlace logaritmo. Las germinaciones intrapoblacionales se evaluaron
por separado para las poblaciones MR y SNT con un GLM para cada poblacién y una

distribucion Binomial con una funcion de enlace logaritmo.

El criterio que se utilizo para determinar cual era el mejor modelo, fue
seleccionar aquel modelo que tuviera el menor valor de AIC corregido (AICc), ya que
este valor explica mejor las variables y considera una correccién en el tamafio de la
muestra (Akaike, 1974; SPSS, 2015). Todos los andlisis estadisticos se realizaron con
el paquete estadistico SPSS v23.0 (SPSS, 2015).
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4. RESULTADOS

4.1 Descripcion de los individuos hermafroditas de SNT y MR, y su sistema

reproductivo

En la poblacion MR se marcaron 142 individuos. En la poblacién SNT se registraron
lluvias y granizadas muy fuertes a finales de abril del 2015 (datos corroborados con
reportes del Servicio Meteoroldgico Nacional), lo cual probablemente causé que la
mayoria de los brotes murieran. Por esta razon, desde finales de abril y durante todo
mayo se buscaron individuos que tuvieran yemas reproductivas, al final se marcaron
106 individuos. En la poblacién dioica del JRBC se marcaron 85 individuos, de los
cuales 49 fueron hembras y 36 machos. En la poblacion de Cadereyta solamente se
hizo el analisis del néctar como recompensa floral, para compararlo con el néctar

producido en las dos poblaciones de Hidalgo.

Para determinar el sexo de las plantas en cada poblacién de Hidalgo se
analizaron 88 brotes florales, los cuales fueron preservados en alcohol al 70%. De

estos brotes 20 correspondieron a la poblacion SNT y 68 a la poblacion MR.

En la poblacién MR el promedio de 6vulos por flor fue de 670.44 (+ 64.79) 6vulos
y para la poblacibn SNT un promedio por flor de 448.75 (x 67.63) Ovulos. Estos
promedios entre poblaciones fueron significativamente diferentes (n = 88, gl = 1, X2 =
16.743, P < 0.0001, AICc = 1208.629; Figura 6).

En la poblacién MR, el nimero promedio de granos de polen fue de 187,116.05
por flor, mientras en la poblacién SNT, el nimero promedio fue de 190,452.75 granos
de polen por flor. No se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones (n
=88,gl=1,2=0.023, P =0.878, AlCc = 2226.169; Figura 6).
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Figura 6. Numero de 6vulos y granos de polen por flor en las poblaciones de Hidalgo. El
namero de 6vulos fue significativamente menor en la poblacion SNT (n = 20, barras de error
con IC + 95%) en comparacion con la poblacion MR (n = 68, barras de error con IC £ 95%) y

el nimero de granos de polen fue similar en las dos poblaciones.

De acuerdo con el andlisis GLM para los caracteres morfoldgicos que se analizaron en
los brotes (nimero de l6bulos del estigma, largo total del estilo y el estigma, y ancho
del estilo, nimero de anteras, largo de los estambres y area de la cavidad del ovario)
no se encontraron diferencias entre poblaciones en el nUmero de l6bulos del estigma
(n=88,gl=1, ¥2=0.009, P =0.925, AICc = 384.131; Tabla 3).

Respecto al numero total de anteras, su numero en promedio no fue
significativamente diferente entre poblaciones (n = 88, gl = 1, X2 = 1.205, P = 0.272,
AICc =1104.344; Tabla 3). La longitud promedio en el largo de los estambres tampoco
fue significativamente diferente entre las dos poblaciones estudiadas en Hidalgo (n =
87,9l=1,%2=0.169, P = 0.681, AlCc = 347.69; Tabla 3).

En la poblacion SNT, el largo total del estilo mas el estigma fue mayor y
marginalmente significativo (n =87, gl =1, ¥ =3.747, P =0.053, AICc = 447.977; Tabla
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3) en comparacion con el largo promedio en la poblacion MR. El ancho promedio del

estigma no fue significativamente diferente entre las poblaciones (n = 87, gl =1, ¥2 =
1.328, P = 0.249, AICc = 299.449; Tabla 3). El area promedio de la cavidad del ovario
en la poblacion MR fue significativamente mayor (n =87, gl = 1, 2= 9.527, P = 0.002,

AICc = 1088.676) en comparacion al area promedio de la cavidad del ovario en la

poblacion SNT (Tabla 3).

Debido a que en las dos poblaciones de Hidalgo se encontré abundante polen

amatrillo, anteras grandes y bien desarrolladas, gran cantidad de 6vulos y ovarios bien

desarrollados en todos los brotes florales que se analizaron, se puede concluir que

todas las plantas con las que se realiz6 el estudio en estas poblaciones corresponden

a plantas hermafroditas.

Tabla 3. Medidas de los caracteres morfolégicos en los brotes florales de Opuntia robusta

en las poblaciones MR y SNT.

Caracter morfolégico Poblacion MR Poblacion SNT
Promedio Promedio
(IC 95%) (IC 95%)
Numero de l6bulos del estigma 11.25 (0.23) 11.2 (0.51)
Largo total del estilo mas el estigma (mm) 13.42 (0.87) 15.23 (1.23)
Ancho del estilo (mm) 7.98 (0.35) 8.39 (0.49)
Numero de anteras 451.25 (13.6) 416.4 (28.4)
Largo de los estambres (mm) 5.40 (0.53) 5.60 (0.86)

Area de la cavidad del ovario (mm?)

341.98 (34.25)

248.60 (43.87)
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4.2 Fenologia floral en las poblaciones de Hidalgo

La floracion en la poblacion MR inici6 en abril, tuvo su pico de floracién durante la
mayor parte de mayo y termind en la primera semana de julio. La floracién para la
poblacién SNT pudo haberse retrasado por las lluvias y por este motivo inicio a finales
de mayo, tuvo su pico de floracion a la mitad de junio y termind durante la primera
semana de julio. La floracion en la poblacion del JBRC inicié a principios de marzo y

termin® a mediados de abril.

En la poblacion SNT el inicio de la apertura de las flores fue entre las 9 y 10
horas, el pico maximo de apertura floral fue entre las 13 y las 14 horas, y el cierre fue
entre las 20 y 21 horas (Figura 7). En la poblacién MR el inicio de la apertura de las
flores fue entre las 9 y las 10 horas, hubo un pico maximo muy bien definido en la
apertura floral entre las 12 y 13 horas, y el cierre de las flores fue entre las 19 y las 20

horas (Figura 7).
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Figura 7. Apertura floral por horas en las poblaciones de Hidalgo. En las dos poblaciones
la apertura floral tuvo su punto maximo entre las 12 y las 14 horas. La apertura floral fue mayor

en la poblacién MR (~60 mm) en comparacién con la poblacion SNT (~45 mm).
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La duracion del tiempo de la vida de las flores en ambas poblaciones se estimo de
entre 1 a 3 dias. El tamafio maximo del perianto fue de 60 mm para la poblacion MR,
el cual fue mayor, en comparacion con los 45 mm en el tamafio maximo del perianto
gue se observo en la poblacion SNT. La poblacion MR tuvo un promedio general de
50.45 mm de apertura floral a lo largo del dia, el cual no fue significativamente diferente
(n =295, ¥ =1.663, P = 0.197, AICc = 2373.305) a los 47.73 mm de apertura floral

promedio a lo largo del dia para las flores de la poblacion SNT.

4.3 El néctar como recompensa floral en tres poblaciones de Opuntia robusta del
centro de México

En total se obtuvieron 133 muestras de néctar, de las cuales 32 muestras fueron de
plantas hermafroditas de la poblacion SNT, 59 muestras de plantas hermafroditas de
la poblacién MR y 42 muestras de Cadereyta, de las cuales 19 muestras se obtuvieron
de plantas con morfo sexual femenino y 23 muestras se obtuvieron de plantas con
morfo sexual masculino. Como se menciond anteriormente, las flores abrieron de 1 a
3 dias y Unicamente el primer dia de apertura floral se produjeron grandes cantidades

de néctar.

En la poblacién SNT, el volumen promedio del néctar fue de 38.1 pl, en la
poblacion MR se obtuvo una cantidad promedio de 40.9 ply en la poblacion Cadereyta
la cantidad promedio fue de 22 pl (29.08 pl procedente de las plantas con morfo sexual

femenino y 16.24 ul de las plantas con morfo sexual masculino; Figura 8A).

El volumen del néctar fue significativamente mayor en ambas poblaciones
hermafroditas, en comparacion con la poblacion dioica de Cadereyta, sin importar que
las plantas fueran hembras o machos, sin embargo, el volumen del néctar no fue
diferente entre las dos poblaciones hermafroditas de Hidalgo (n = 133, F = 13.758, gl
=2, P <0.001, AlCc = 305.872; Figura 8A).
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Figura 8. Volumen y concentracion de azlUcares en el néctar de Opuntia robusta. Se
representa la cantidad de grados brix en el néctar de individuos H (hermafroditas), F (hembras)
y M (machos) de las poblaciones MR (Matias Rodriguez), SNT (San Nicolas Tecoaco) y
Cadereyta. A) Promedio del volumen del néctar + 1 IC 95% y B) Porcentaje de concentracion

de azucares medido en grados Brix 1 IC 95%.

En la poblacion SNT la concentracion de azucares en el néctar estimada en grados
Brix tuvo un promedio de 15.12 grados, en la poblacion MR el promedio fue de 17.47
grados y en la poblacion Cadereyta la concentracion promedio fue de 27.94 grados

(27.72 grados en el morfo sexual femenino y 28.13 en el morfo sexual masculino;
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Figura 8B). La concentracion de azucares en el néctar fue menor entre las poblaciones
hermafroditas de Hidalgo, es decir, no hubo diferencias significativas entre estas dos
poblaciones con respecto a las plantas masculinas y femeninas en la poblacion dioica
de Cadereyta (n = 133, F =10.447, gl =2, P < 0.001, AICc = 164.622; Figura 8B).

El promedio del contenido energético del néctar en la poblacion SNT fue de
38.61 calorias, en la poblacion MR fue de 49.49 calorias y en la poblacién Cadereyta
fue de 37.9 calorias (51.63 calorias en promedio para las hembras y 26.56 en el caso

de los machos; Figura 9).

El contenido energético del néctar es mayor en las flores hembra y en las
hermafroditas, en comparacion con las flores macho (n = 133, F =3.581, gl =2, P =
0.031, AICc = 356.969). Los resultados también mostraron que el contenido energético
es mayor en las flores hembra, en comparacion con las flores hermafroditas de la
poblacion MR (n =78, gl =1, ¥ = 1389.091, P < 0.001, AlCc = 777.482; Figura 9).
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Figura 9. Contenido energético en el néctar de Opuntia robusta en tres poblaciones del
centro de México. Las poblaciones MR, SNT y Cadereyta se dividieron en individuos H
(hermafroditas), F (hembras) y M (machos). En las gréficas se muestra el promedio del

contenido energético en calorias del néctar + 1 IC 95%.
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4.4 Los polinizadores en las poblaciones de Hidalgo

De acuerdo con las observaciones in situ y la identificacion en el laboratorio, los
principales polinizadores en las dos poblaciones de Hidalgo fueron primero una
especie de abejas pequeiias de color negro, del género Macrotera sp.
(aproximadamente 11.6 mm) y en segundo lugar fue una especie de abejas con mayor
tamafio (aproximadamente 17.1 mm) del género Tetraloniella sp. (Figura 10).

En ambas poblaciones se observd una muestra de flores repartidas a lo largo
de diferentes regiones. Las observaciones de los visitantes florales se realizaron desde
las 9 hasta las 20 horas en cada poblacién. En la poblacion MR se observaron 25
flores, a las que acudieron 61 abejas de los dos géneros mencionados anteriormente.
Igualmente, en la poblacion SNT también se observaron 25 flores, a las que acudieron
13 abejas. Mediante las conductas registradas in situ se observé que los himenopteros
del género Macrotera se sumergen en las flores para buscar el néctar, colectan el
polen y en el proceso frecuentemente tocan varias veces el estigma, que en caso de
estar receptivo hace posible la fertilizacion, pues particularmente en las cactaceas toda
la superficie del estigma y del estilo puede ser receptiva (Comunicacion personal con

la Dra. Maria del Carmen Mandujano).

Mediante los registros en video se observé que el nimero de veces que las
abejas del género Macrotera tocaron el estigma receptivo de O. robusta (16) fue mayor

al niumero de veces que lo hicieron las abejas del género Tetraloniella (9).

También hubo registros de otros polinizadores, dos especies de pequefios
coledpteros de los géneros Trichochrous sp. (aproximadamente 5.22 mm) y
Camptodes sp. (aproximadamente 4.85 mm), los cuales se alimentan de las
recompensas florales, como el néctar y el polen (Figura 11). Los coleépteros podrian
favorecer la autopolinizacion en estas poblaciones de O. robusta ya que estan
presentes en grandes cantidades (de 15 a 30 individuos por flor) y se desplazan
libremente dentro de las flores y conforme forrajean las recompensas se impregnan de
polen y hacen contacto con el estigma receptivo de la planta. En O. robusta

ocasionalmente se registraron visitantes florales, tales como mariposas y hormigas.
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Figura 10. Principales géneros de abejas que polinizan a Opuntia robusta en SNTy MR.
A) Abeja del género Macrotera vista dorsal, B) Abeja del género Macrotera vista frontal. C)

Abeja del género Tetraloniella vista dorsal, D) Abeja del género Tetraloniella vista frontal.
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Figura 11. Coleb6pteros que polinizaron a Opuntia robusta en Hidalgo. A) Flor de O.
robusta con varios coledpteros en su interior, B) Coleéptero del género Camptodes vista
dorsal, C y D) Coleépteros del género Trichochrous vista dorsal.
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4.5 El sistema de apareamiento de Opuntia robusta en SNT y MR

Los resultados del cociente polen/évulos (P/O) el resultado del logaritmo propuesto por
Cruden (1977) para la poblacion MR fue de 2.44, lo que sugiere un sistema de
apareamiento autdgamo facultativo, mientras que en la poblacion SNT fue de 2.62, el

cual sugiere un sistema de apareamiento xendégamo facultativo.

Para realizar los experimentos de polinizacion controlada en la poblacion MR se
utilizaron 104 plantas y en la poblacion SNT se utilizaron 55 plantas, las cuales
corresponden al 73% y al 52% del niumero total de plantas que se marcaron en cada

poblacion respectivamente.

En la poblacion MR se utilizaron 554 flores para los tratamientos de
polinizaciones controladas y 38 flores para el experimento de apomixis, de las cuales
se colectaron 505 frutos. En la poblacion SNT se utilizaron 189 flores, de las cuales se
colectaron 169 frutos. El nimero total de frutos colectados fue de 674 frutos entre

ambas poblaciones.

En la Tabla 4 se muestra la frecuencia, es decir el nimero de réplicas con la
gue se realizé cada tratamiento de polinizacion controlada por poblacion y el nimero

de frutos que se colectaron.

Tabla 4. Relacién de los experimentos de polinizaciones controladas por poblacién, réplicas

de cada experimento, numero de frutos colectados y numero de frutos perdidos.

Matias Rodriguez . San Nicolas Tecoaco
n = 554 flores n =189 flores
Experimento Frecuencia Experimento Frecuencia

Autopolinizacion automatica 95 Autopolinizacién automatica 3t
Autopolinizacién manual 53 Autopolinizacion manual 22

'y Entrecruza 39 Entrecruza 17
Suplemento de polen 39 Suplemento de polen 16
Apomixis 38 Apomixis 0
Control 290 Control 97
Total de frutos colectados 505 Total de frutos colectados 169

Total de frutos perdidos 49 Total de frutos perdidos 20
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En la poblacion SNT no fue posible obtener los frutos de 20 experimentos, a su vez,
en la poblacion MR no fue posible obtener los frutos de 49 tratamientos de
polinizaciones controladas. Es importante mencionar que 35 de estos frutos “perdidos”
corresponden al experimento que se realizd para probar la apomixis en MR, en los
cuales no se produjo ningun fruto y hubo 3 apomixis que se consideraron falsos
positivos ya que posiblemente se contaminé el estigma con el polen de la flor durante
la emasculacién. Los frutos que se perdieron posiblemente fueron depredados por
aves e insectos que consumieron la totalidad o gran parte de los frutos. Otra posibilidad

es que el fruto se cayo de la planta y se perdio.

En los tratamientos que se realizaron en las dos poblaciones de Hidalgo, se
encontré que el numero de semillas fue diferente entre ellos con respecto al grupo
control, ademas la entrecruza tuvo menor nimero de semillas con respecto a todos los
demas experimentos (n = 671, F = 6.625, gl = 4, P < 0.001, AICc = 1100.975; Figura
12). La misma tendencia se encontrd para el volumen de los frutos en el experimento
de entrecruza (n =671, F =2.524, gl =4, P =0.04, AlCc = 978.345; Figura 12).

En la poblacion MR, se conto el nimero total de semillas para estimar el éxito
de cada tratamiento con respecto al grupo control. En estos analisis no se tomaron en
cuenta los datos del tratamiento de apomixis ya que se necesitan experimentos mas
detallados para probar su existencia. El grupo control de esta poblacién tuvo un
namero de semillas estadisticamente igual al de los tratamientos de autopolinizacion

manual y de suplemento de polen.

Los tratamientos de autopolinizacion automatica y de entrecruza tuvieron un
menor nimero de semillas con respecto al tratamiento control (n = 502, gl =4, 2 =
42.699, P < 0.001, AICc = 6316.284; Figura 12). En el tratamiento de entrecruza el
volumen de frutos fue menor, mientras que todos los demas tratamientos tuvieron un
volumen similar (n =502, gl = 4, ¥ =14.41, P = 0.006, AlCc = 13721.458; Figura 12).
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Figura 12. Numero de semillas en los frutos de las poblaciones de Hidalgo. A) Numero
de semillas por tratamiento para la poblacién SNT + 1 IC 95%, B) Numero de semillas por

tratamiento para la poblacion MR £ 1 IC 95%.
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En la poblacion SNT el grupo control tuvo menor nimero de semillas con respecto a
todos los demas tratamientos (n = 169, gl = 4, 2= 4.9, P = 0.298, AICc = 2141.864;
Figura 13). Por otra parte, los experimentos de control y de entrecruza produjeron un
volumen de los frutos menor con respecto a todos los demas experimentos (n = 169,
gl =4, 2=23.826, P <0.001, AlCc = 4596.446; Figura 13).
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Figura 13. Volumen de los frutos en las poblaciones SNT y MR. A) Nimero de semillas
por tratamiento para la poblacion MR = 1 SE, B) Numero de semillas por tratamiento para la
poblacion SNT + 1 SE.
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4.6 Porcentaje de germinacion en los experimentos de polinizacion controlada

En total, germinaron 1,769 semillas de las dos poblaciones (0 el 29.01%). La poblacion
SNT tuvo el 32.66 % de germinacion el cual fue mayor (n = 6,097, gl =1, x2=28.78, P
< 0.001, AICc = 20.545; Figura 14) al 26.32 % de germinacion de la poblacién MR.
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Figura 14. Porcentaje de germinacién en las poblaciones SNT y MR. El porcentaje de
germinacion fue mayor en la poblacion SNT. Cada barra representa el porcentaje de
germinacion por poblacion + 1 IC 95%.

En el caso de las germinaciones en conjunto de las poblaciones MR y SNT se encontro
qgue los experimentos de autopolinizacibn automatica y manual tuvieron mayor
porcentaje de germinacion con respecto a los demas tratamientos (n = 6,097, F =
20.794, P <0.001, AICc = 7,561.691; Figura 15).
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En la poblacibn SNT se encontré6 que los tratamientos de autopolinizacion, tanto
manual como automatica, tuvieron mayor tasa de germinaciéon (n = 2,583, gl = 4, X2 =
95.779, P < 0.001, AICc = 42.465; Figura 15) con respecto a los demas tratamientos.
En la poblacion MR el tratamiento de autopolinizacion manual tuvo mayor tasa de
germinacién con respecto a los demas tratamientos (n = 3,514, gl =4, X2=12.452, P =
0.014, AICc = 43.648; Figura 15).

60
SNT A
S0 4
|
)
o
2 40
S
&
8 30 1
2
8
$ 20
e
o
o
10 +
0_
40
MR B
=
© 30 4
g i
5
@ 20 4
©
o
el
=
D
2
O 10 4
o

T

3 o
& 1 i Z o
-] -+ -+ b+ 3
c =] - 3 =
-
g 2 g 3 Cl
3 =3 B m
o c N S
= e L g
8 —

Experimentos

Figura 15. Porcentaje de germinacion de semillas por tratamiento en las poblaciones
MR y SNT. A) Porcentaje de germinacién de semillas por tratamiento para la poblacion MR +
1 1C 95%, B) Porcentaje de germinacion de semillas por tratamiento para la poblacion SNT +
11C 95%.
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5. DISCUSION

5.1 El sistema reproductivo de Opuntia robusta en individuos hermafroditas

favorece la autogamia

El nimero de granos de polen de las poblaciones MR y SNT no fue diferente a la
cantidad de polen que se encontré en la poblacion trioica Santa Rosa, SLP (Castillo y
Trujillo-Argleta, 2009). En las observaciones que se realizaron en campo, se encontré
que las flores hermafroditas de O. robusta en las poblaciones MR y SNT presentaron
autopolinizacion y protandria. Igualmente, en O. lindheimeri se documentd que sus
flores experimentan autopolinizacion y protandria (Mondragon-Jacobo y Bordelon,
1996). La explicacion que uniria este fendbmeno tanto para las flores de O. robusta
como para las de O. lindheimeri es que la rapida maduracién sexual del verticilo
masculino podria favorecer la autopolinizacion, ya que en el momento de apertura
floral muchas veces el polen ya habia impregnado el estilo y el estigma de la flor. Por
otra parte, la protandria también puede funcionar como un mecanismo para evitar la
autofecundacion, ya que en O. polyacantha la dehiscencia de las anteras sucede antes
de que el estigma esté receptivo, pero en el momento de la maduracion del verticilo
floral femenino el polen ya no era viable, en este ejemplo se sugiere que el polen puede
utilizarse por los visitantes florales para favorecer la xenogamia (Cota-Sanchez et al.,
2013).

En la poblacién SNT el nUmero de 6vulos fue similar al numero que se reportd
en la poblacién Santa Rosa (del Castillo y Trujillo-Argilieta, 2009) y también el tamafio
de la cavidad del ovario fue similar (del Castillo y Gonzalez-Espinoza, 1988), pero en
el caso de la poblacién MR se encontr6 que la cavidad del ovario y por consiguiente el
namero de évulos fue mayor en comparacion con SNT, por casi 70%. Este resultado
se puede interpretar como una especializaciéon de la cavidad del ovario en la poblacién
ginodioica de SNT con respecto la poblacién hermafrodita de MR, algo similar a la
adopcion de la estrategia K la cual se caracteriza porque los individuos utilizan sus
recursos reproductivos en una menor cantidad de descendientes que tengan la mayor

probabilidad de sobrevivir (Pianka, 1970), ya que en esta poblacion existen flores
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hembras que tienen menor cantidad de évulos y con los datos de las germinaciones
se demostrd que dichos 6vulos tienen mayor viabilidad (Figura 13).

Los individuos hermafroditas no presentaron diferencias en el largo del estilo ni
de los estambres. Esto concuerda con los resultados que presentaron del Castillo y
Gonzélez-Espinosa (1988) para O. robusta, ya que describieron que los morfos de los
individuos unisexuales presentan heterostilia, pero los individuos hermafroditas son

homostilicos.

5.2 El periodo de floracion es diferente en las poblaciones de Opuntia robusta

Del Castillo y Gonzélez-Espinoza (1988) mencionan que en la poblacion trioica de O.
robusta en Santa Rosa, San Luis Potosi, el periodo de floracién comienza en febrero
para los individuos masculinos, en marzo para los femeninos y en abril para los
hermafroditas, mientras que la floracion termina a finales de mayo o principios de junio
para los tres morfos sexuales antes descritos. El periodo de floracion, en la poblacion
del JBRC comienza a mediados de marzo para los individuos masculinos y poco
después inicia la floracion de los individuos femeninos. Ambos morfos sexuales
terminan su floracién durante la mitad de abril (observacion personal). Al estudiar las
plantas hermafroditas de MR y SNT pudo observarse un periodo de floracion mas
largo, de abril a julio lo cual excedi6 un mes a lo descrito anteriormente. Esto
posiblemente se deba a que en MR y en SNT no hay visitantes florales como Diadasia
gue ejerzan presiones de seleccidn y entonces se invertirian menos recursos en la
floracion como en JBRC (observacion personal). Existen cactaceas en las que la
floracion dura alrededor de un mes, como en el caso de O. tomentosa, cuya floracion
ocurre durante mayo en la Reserva del Pedregal de San Angel (Mandujano et al., 2014)
y otras cactaceas como la especie Astrophytum ornatum la cual presenta flores todo
el afio, aunque tiene dos picos de floracion, el primero en julio y el segundo en

septiembre (Palafox et al., 2017).

El horario o el momento de apertura y cierre de las flores de O. robusta en
Hidalgo fue similar entre ambas poblaciones, ya que abrieron alrededor de las 9 0 10

horas y cerraron entre las 19 y las 21 horas. Las horas de aperturay cierre de las flores

52



de O. robusta fueron similares a las que se reportan para O. macrocentra (Mandujano
et al., 2013) ya que sus flores abren alrededor de las 8 y cierran alrededor de las 20
horas, y un poco diferente a las horas de apertura de O. tomentosa, cuyas flores abren
a las 9 y cierran a las 16 horas (Mandujano et al., 2014). Ademas, las flores abren
generalmente de dos a tres dias, lo cual se parece a lo reportado para O. robusta por
del Castillo y Gonzalez-Espinosa (1988).

5.3 El néctar como recompensa floral favoreceria la visita de las abejas como

polinizadores efectivos en Opuntia robusta

En la poblacion trioica de O. robusta de Santa Rosa (del Castillo y Gonzalez-Espinosa,
1988), en una poblacién dioica (JRBC) y en las poblaciones hermafroditas (SNT y MR)
se producen grandes cantidades de néctar durante la mafiana del primer dia de
apertura floral. Mientras que en O. macrocentra y en O. tomentosa el néctar se
acumula a lo largo del dia, lo cual indica que se colecté el néctar y las flores lo volvian
a producir, esto se repite a lo largo del dia (Mandujano et al., 2013; Mandujano et al.,
2014). En otras cactaceas como Neobuxbaumia tetetzo, la cual tiene una apertura
floral nocturna, el néctar se produce de manera constante durante toda la noche
(Valiente-Banuet et al., 1996).

El volumen del néctar en las flores masculinas de la poblacién dioica de
Cadereyta fue 2.7 veces mayor que en la poblacion trioica de Santa Rosa. El volumen
en las flores hembra de esta misma poblacién dioica también fue 3.4 veces mayor que
en la poblacion trioica, igualmente el volumen de néctar para las poblaciones con flores
hermafroditas fue alrededor de 3.4 veces mayor en comparacion con la poblacién
trioca. Esto posiblemente se deba a que el ancho del receptaculo podria ser mayor en
las poblaciones SNT, MR y Cadereyta, en comparacién con la poblacion de Santa
Rosa que estudiaron del Castillo y Gonzalez-Espinosa (1988), aunque esto es algo
gue se debe comprobar en futuros trabajos sobre esta especie.

En la poblacion trioica de Santa Rosa, la concentracion de azucares fue 1.5
veces mayor en comparacion con las poblaciones hermafroditas SNT y MR, mientras

qgue en la poblacion dioica la concentracion de azucares fue similar en comparacion
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con la poblacién trioica. El contenido energético es la medida que conjunta a la
concentracion de azUcares con el volumen del néctar y que tiene un significado
biolégico importante porque estd directamente ligada con las ganancias o
recompensas que obtienen los visitantes florales y/o polinizadores de las flores,
ademas del gasto energético que debe hacer la planta para producir dicha
recompensa. La produccion del néctar en las flores femeninas es mayor que en los
machos ya que induce las visitas de las abejas a este morfo floral y la transferencia
del polen (Gonzalez et al. 1995, Nepi et al. 2001) con la finalidad de maximizar la

reproduccion femenina (Ashworth y Galetto, 2002).

En la poblacién dioica y en la poblacién hermafrodita de Cadereyta e Hidalgo
respectivamente, el contenido energético fue alrededor de 10 veces mayor sin importar
el sexo (machos, hembras o hermafroditas) en comparacion con los datos que se
reportaron para la poblacion trioica de Santa Rosa en San Luis Potosi (del Castillo y
Gonzalez-Espinosa, 1988). Ademas, el néctar de las hembras de la poblacion dioica
de Cadereyta tuvo mayor contenido energético, en comparaciéon con los individuos
hermafroditas de Hidalgo. Esto puede deberse a que necesitan atraer a los visitantes

florales y entre ellos a los polinizadores efectivos para asegurar la fecundacion.

Opuntia mycrodasys produce alrededor de 32 ul de néctar durante la primera
hora antes de que ocurra la antesis (Pifia et al., 2007). En el caso de O. quimilo en
Codrdoba, Argentina, en un sistema ginodioico las hembras tuvieron el néctar mas
diluido con respecto a las plantas hermafroditas (Diaz y Cocucci, 2003) y sus
principales polinizadores fueron colibris (Chlorostilbon aureoventris y Heliomaster
furcifer), lo cual implica que las presiones de seleccién fueron de un polinizador

filogenéticamente muy diferente.

Los visitantes florales son todas las especies que interactian con las flores y
pueden o no participar activamente en la polinizacion (King et al., 2013). En el caso de
O. robusta esporadicamente se observaron hormigas y mariposas sobre las plantas,

los cuales también se consideraron visitantes florales.

Existen estudios donde diversas especies de Opuntia son polinizadas por

grupos especificos de abejas (Valiente-Banuet et al., 1996). En el caso de O. rastrera,
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las abejas Diadasia sp. y Lithurge sp. pueden considerarse como los polinizadores
efectivos y no solamente como visitantes florales, ya que son las especies que realizan
mayor numero de visitas, se alimentan de las recompensas florales como el néctar y
el polen, y hacen contacto con el estigma de las flores lo que promueve la fecundacion
(Mandujano et al., 1996). En el caso de Neobuxbaumia tetetzo los murciélagos
Leptonycteris yerbabuenae y Choeronycteris mexicana fueron los polinizadores
efectivos, pues se observéd que hay una dependencia reciproca entre los murciélagos
y las plantas, pues los murciélagos se alimentan del polen, del néctar y de los frutos,
y a su vez Neobuxbaumia tetetzo necesita de ellos para la polinizacion, visitan
activamente las flores durante la noche, cuando es el momento de mayor actividad de
las flores y de los murciélagos, ademas posiblemente hacen contacto con los verticilos

sexuales mientras se alimentan (Valiente-Banuet et al., 1996).

En el sistema dioico de O. robusta del JBRC se encuentra su polinizador mas
importante, Diadasia rinconis (del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988). Diadasia
también es el polinizador de otras especies de cactaceas como Opuntia rastrera y
Opuntia heliabravoana (Mandujano et al., 1996; Sanchez-Echeverria et al., 2017). La
poblacién dioica de Cadereyta posiblemente depende de esta abeja para la
reproduccion sexual y por eso las hembras invierten en una gran cantidad de calorias
para atraerlas. La poblacién de O. robusta en Cadereyta esta protegida en el Jardin
Botanico y al ser dioica es necesario realizar mas estudios sobre la biologia
reproductiva en esta poblacion para conocer si existe algun riesgo de conservacion,
ya que posiblemente dependa de un polinizador especifico para reproducirse por la
via sexual (Johnson y Steiner, 2000) ya que se ha visto que este tipo de interacciones
estrechas son mas susceptibles a desaparecer (Rezende et al., 2007; Saavedra et al.,
2011).

En el JBRC los principales polinizadores de O. cantabrigensis son las abejas de
los géneros Diadasia, Lithurge y Ceratina (Hernandez, 2016), pero hacen falta
observaciones adicionales para saber si estas abejas también polinizan a O. robusta
en la misma localidad. Las abejas de los géneros Macrotera y Tetraloniella fueron los
principales polinizadores que promovieron la polinizacion cruzada de O. robusta en las

poblaciones SNT y MR. Este es el primer registro de las abejas del género Tetraloniella
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como polinizadores de O. robusta. Las abejas de este género generalmente polinizan
a las flores de la familia Orchidaceae (Johnson et al. 2005; Paulus 2006).

Las abejas del género Macrotera también fueron los principales visitantes
florales de O. robusta en MR y SNT, ya que se tienen registros en video donde estas
abejas acudieron con mas frecuencia a las plantas y ademas tuvieron mas contacto
con el estilo y el estigma que cualquier otro visitante floral. En el municipio de
Pefamiller, Qro. los principales polinizadores de Lophophora diffusa fueron abejas de
los géneros Macrotera, Lasioglossum Yy Augochlorella (Brisefio, 2016). En
Myrtillocactus geometrizans en el municipio de Cadereyta de Montes, Qro. se encontrd
que los principales polinizadores son abejas de los géneros Diadasia, Macrotera,
Lithurge y Ceratina (Cano, 2017). Este es el segundo registro del género de abejas
Macrotera con el género Opuntia, ya que también se les ha observado con O.

heliabravoana en las afueras de Pachuca, Hidalgo (Sanchez-Echeverria et al., 2017).

En este estudio se encontr6 que las abejas fueron mas abundantes en la
poblacion MR (observacion personal) y esto posiblemente se debe a que en ese afo
se observo una poblacion con mas flores que en la poblacion SNT (Tabla 4). Un
aspecto que no se evalud fue la presencia de abejas en las poblaciones que se
estudiaron, en comparacion con la cercania a zonas altamente antropizadas, pues en
areas aledafias a Pachuca, Hidalgo se encontré que las plantas de O. heliabravoana
cercanas a zonas urbanas tuvieron menor cantidad de polinizadores con respecto a

las areas sin poblacién humana (Sanchez-Echeverria et al., 2017).

Dentro de las flores se encontraron grandes cantidades de coledpteros
principalmente de los géneros Trichochrous y Camptodes y se les consider6 como
depredadores importantes pues se alimentan activamente de las recompensas florales
como el néctar y/o polen. Se sabe que el género de escarabajos Trichochrous es un
visitante floral de varios géneros de la familia Cactaceae (por ejemplo, Echinocereus,
Ferocactus y Opuntia; Granty Grant 19179; Grant y Hurd 1979) mientras que al género
Camptodes se le ha encontrado en Opuntias y en herbaceas de las familias Fabaceae
y Asteraceae (de Souza et al. 2016). Estos insectos favorecen la autopolinizacién en

O. robusta, como se demostré anteriormente, ya que mientras realizan sus conductas
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de forrajeo pueden saturar el estigma con polen procedente de la misma flor, sin la

presencia de otro tipo de polinizador (del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988).

5.4 El sistema de apareamiento mixto esta presente en la mayoria de las

poblaciones de Opuntia robusta

Los resultados del conteo de semillas comparados con los datos del volumen de los
frutos son menos confiables, debido a que hubo tratamientos que fueron dafiados por
los depredadores naturales (p. €j., chinches fit6fagas, Sandoval-Molina et al., 2018) y
aunque dentro de ellos hubo pocas semillas el volumen de estos frutos se encontraba
casi intacto, pues estos depredadores Unicamente horadan una pequefia porcion del
fruto para comerse la pulpa y las semillas. El volumen de los frutos podria ser una
buena aproximacién para equipararlo con el nimero de semillas ya que estas
generalmente mantienen un volumen constante sin importar el tratamiento al que se
les someta. En la cactacea Polaskia chende se midieron los frutos y se calculé un
volumen de aproximadamente 1 semilla por centimetro cubico. Polaskia chende es
una planta que se ha domesticado en el centro de México y se sabe que, aunque el
volumen de los frutos de las plantas domesticadas es mayor al de las naturales el

volumen de las semillas es constante (Cruz y Casas, 2002).

El cociente polen/6vulos para la poblacion MR sugiere un sistema de
apareamiento autégamo facultativo y para la poblacion SNT un sistema de
apareamiento xendgamo facultativo. Los resultados de los individuos hermafroditas en
la poblacion SNT son similares a lo encontrado para los individuos hermafroditas de la
poblacion trioica de O. robusta en Santa Rosa (del Castillo y Trujillo-Argueta, 2009),

ya que poseen un sistema de apareamiento con xenogamia facultativa.

En la cactacea Opuntia spinosissima, la cual se encuentra en Florida, se
realizaron experimentos de polinizacion controlada y las flores se emascularon, pero
se registré que el tubo polinico no germind en el estigma lo cual sugiere apomixis
(Negron-Ortiz, 1998). Sin embargo, los resultados en el caso de las poblaciones de O.
robusta que se estudiaron en este trabajo muestran que no existe apomixis pues,

aunqgue hubo 3 casos en los que el experimento derivd en la formacion de semillas, se
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consideraron como falsos positivos, ya que posiblemente las flores no se emascularon
adecuadamente 0 no se les aisldé el estigma correctamente cuando se realizo el

experimento.

La hipétesis clasica de los sistemas de apareamiento (Lande y Schemske, 1985;
Charlesworth et al., 1990) propone que evolutivamente los sistemas autdgamos y
xendégamos son mas estables que los intermedios (mixtos). Pero la evidencia empirica
mas reciente ha mostrado que 63% de las especies vegetales presentan sistemas de
apareamiento mixtos, pero no es posible decir de manera concluyente porque este
sistema es tan frecuente, ya que no se ha encontrado una sefial filogenética clara para
explicar este patron (Goodwillie et al., 2005; Whitehead et al., 2018). Algunas de las
explicaciones ecoldgicas para los sistemas de apareamiento mixtos en la naturaleza
postulan que se podrian deber a la cantidad de polinizadores y la presencia de
sistemas de autoincompatibilidad, entre otros (Goodwillie et al., 2005; Whitehead et
al., 2018).

La autogamia evoluciona en conjunto con la xenogamia (Goodwillie et al., 2005).
Fisher (1941) mostré que un alelo que funcione para la autofecundacion deberia
propagarse en una poblacion con xenogamia porque las entrecruzas propician su
propia transmision. Sin embargo, el aumento de la autogamia también puede causar
depresion por endogamia, la acumulacién de mutaciones deletéreas y la reduccién del
potencial de adaptacion en las poblaciones (Peterson y Kay 2014). La tasa de
autofecundacion puede variar ampliamente entre las especies que estan
estrechamente relacionadas e incluso entre poblaciones dentro de una misma especie,
lo cual sugiere que estos cambios podrian responder rapidamente a la seleccion
natural (Jain 1976).

La variacion de la autofecundacién a través de las poblaciones de una misma
especie puede indicar variabilidad en la polinizacidén bi6tica y esto limita la respuesta
evolutiva a la seleccion en el sistema de apareamiento (Schemske & Lande 1986). La
estabilidad evolutiva a los sistemas de apareamiento mixtos es mas frecuente en los
sistemas que dependen de agentes de seleccidén bidtica comparados con sistemas
polinizados por el viento (Barrett et al., 1996; Goodwillie et al., 2005). Sin embargo, la

variacion de las tasas de polinizacion por entrecruza y autocruza entre las poblaciones
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y dentro de las especies no se correlaciona con el sistema de polinizacion que puede
plasmarse en una filogenia (Whitehead et al., 2018). Esto implica que la varianza del
sistema de apareamiento puede evolucionar demasiado rapido o lento para reflejarse
en una filogenia (Whitehead et al., 2018). Entre algunos ejemplos de cactaceas con
sistemas de apareamiento mixto podemos mencionar a O. tomentosa y a Lophophora
diffusa. Opuntia tomentosa presenté un sistema de apareamiento mixto en la Reserva
del Pedregal de San Angel (Mandujano et al., 2014). En este sistema de apareamiento,
las abejas de los géneros Diadasia, Lithurge y Megachile promueven la entrecruza,
pues la autopolinizacién no necesariamente necesita de un vector biético. Lophophora
diffusa presenta un sistema de apareamiento mixto dependiente de la melitofilia, ya
que las abejas fungen como polinizadores efectivos y son necesarias para la

fecundacion (Brisefio, 2016).

5.5 La eficiencia de la autopolinizacién en relacion con la germinacion de las

semillas

El porcentaje de germinacion que se obtuvo en este estudio fue mayor a lo reportado
por del Castillo y Trujillo-Argieta (2009), ya que se obtuvo 29% de germinacion,
mientras ellos obtuvieron Unicamente alrededor del 10% de germinacion. Las plantas
de la poblacion SNT tuvieron mayor porcentaje de germinacion que las de MR, lo cual
podria deberse a que los individuos de la poblacién ginodioica poseen caracteristicas
de especializacion en su reproduccion. Husband y Schemske (1996), analizaron 62
especies de plantas autocompatibles y encontraron que, en comparacion con la
polinizacion cruzada, la autopolinizacién reduce la produccién de semillas entre 20%
y 87%. La variacidon en este porcentaje puede deberse a que las flores reciben polen

proveniente de otras flores y polen de sus propias flores (Aizen y Harder, 2007).

La técnica mas comun para evaluar la limitacion de polen en poblaciones
naturales consiste en depositar mediante entrecruza una abundante cantidad de polen
adicional sobre el estigma receptivo de las flores, donde el estigma de una o mas flores
de la planta receptora fue expuesto previamente a polinizacion abierta o automaéatica.

Posteriormente se comparan los resultados del nimero de semillas producido a partir

59



de las plantas del tratamiento control y el suplemento de polen. Si el nUmero de
semillas es mayor en el tratamiento donde se afiade polen extra, es posible concluir
que hay limitacion de polen (Knight et al., 2006; Fishman y Willis, 2008). En este

estudio no se pudo apreciar que existiera limitacion por polen (Figura 14).

Una hipétesis evolutiva para explicar el sistema de apareamiento mixto de O.
robusta es que esta especie proviene de un clado de diversificacion temprana llamado
Humifusa el cual es un grupo diploide, y posteriormente formaron un grupo con
miembros tetraploides y octaploides conocido como la seccion de las Basilares, el cual
migré desde Sudamérica y permitid la diversificacion del género Opuntia en
Norteamérica (Griffith et al., 2009; Majure et al., 2012). Posteriormente, las plantas de
Opuntia hibridaron y tuvieron una subsecuente poliploidizacion, la cual origind nuevas
especies (Pinkava, 2002). Como otras especies del género, las poblaciones actuales
de O. robusta posiblemente evolucionaron del hermafroditismo hacia el dioicismo por

medio de la poliploidizacion.

La diversidad de sistemas reproductivos en las poblaciones de O. robusta
podrian ser los vestigios de la ruta del hermafroditismo hacia el dioicismo (Spigler y
Ashman, 2011; Ashman et al., 2013; Dufay et al., 2014). Parte de los resultados que
apoyarian esta hipoétesis, es que la poblacién hermafrodita (MR) tuvo un sistema de
apareamiento autdgamo facultativo, el nimero de 6vulos fue mayor que en las
poblaciones ginodioica (SNT) y trioica (Santa Rosa), pero con menor tasa de
germinacion de semillas, es decir, posee un sistema reproductivo que utiliza de manera

menos eficiente los recursos disponibles para la reproduccion.
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6. CONCLUSIONES

El ndmero de granos de polen y de évulos en los individuos hermafroditas de la
poblacion ginodioica en Hidalgo coinciden con los resultados que se encontraron en la
poblacion trioica de Santa Rosa, San Luis Potosi. Esto posiblemente se deba a una
especializacion de la funcion reproductiva femenina en esta poblacion. En la poblacion
MR de individuos hermafroditas, el nimero de 6vulos fue 70% mayor, en comparacion
con la poblacion SNT y la poblacién Santa Rosa, lo cual podria sugerir que en esta
poblacion la funcion femenina tiene un costo méas grande, aunque esto no se refleja en

Su tasa de germinacion.

Antes de la apertura floral, el estigma frecuentemente ya estaba impregnado de
polen, lo cual se demostr6 con el experimento de autopolinizacién automética, y esto
podria favorecer la autofecundacion. Las poblaciones de Hidalgo (MR y SNT)
presentaron un periodo de floracién largo, desde mediados de abril hasta principios de
julio. Las flores en ambas poblaciones de Hidalgo tuvieron la misma hora de apertura
(entre las 9 y las 10 de la mafiana) y una hora de cierre floral similar (entre las 8 y las
9 de la noche).

Las flores abren en promedio de 2 a 3 dias, durante los cuales los tépalos
conservan la turgencia. En las tres poblaciones (MR, SNT y JRBC), la produccién de
néctar ocurre durante la mafiana del primer dia de apertura floral. Esto parece ser un
caracter que se comparte en todas las poblaciones de O. robusta, ya que en la
poblacidn trioica de Santa Rosa en San Luis Potosi la produccion de néctar coincide
con el mismo dia de apertura floral (del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988). El
volumen del néctar producido por los individuos hermafroditas en las poblaciones SNT
y MR fue mayor que el producido por las hembras y los machos de la poblacion dioica

del JBRC, pero mas diluido con respecto a las hembras.

La concentracion de azlcares (grados Brix) en los individuos masculinos y
femeninos de la poblacion dioica de Querétaro, fue mayor en comparacion a la
concentracion de azucares en el néctar de los individuos hermafroditas en las
poblaciones SNT y MR (Figura 7). Esto se debe a las presiones de seleccion ejercidas

por las abejas como agentes de seleccidon. Las hembras de la poblacion dioica poseen
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el mayor contenido cal6rico de una aproximacion de la glucosa (disacéarido), aunque
en el néctar existe una mezcla de varios azlcares, lo cual puede deberse a que ellas

necesitan atraer a los polinizadores para que se realice la fecundacion cruzada.

El néctar de los individuos hermafroditas tuvo mayor contenido cal6rico que el
néctar de las flores macho. La produccion de néctar podria estar asociada a algun
aspecto relacionado con los caracteres sexuales femeninos, pero esto requiere de
estudios adicionales para comprobarse. Los polinizadores de O. robusta son abejas.
En el caso de las poblaciones de Hidalgo y la de Querétaro, las abejas con mas
registros y que tocaron mas veces el estilo y el estigma son las del género Macrotera.
Existen registros de que este género de abejas también poliniza otras especies de

cactaceas de la region, como Opuntia heliabravoana o Lophophora diffusa.

En las poblaciones SNT y MR se observo la presencia de coledpteros de los
géneros Trichochrous y Camptodes que forrajean las recompensas florales, saturan el
estilo y el estigma con polen de la misma flor, y mediante esta conducta pueden

promover la autopolinizacion.

El logaritmo del cociente de polen/évulos para la poblacion MR sugiere un
sistema de apareamiento autbgamo facultativo y para la poblacién SNT un sistema
xenégamo facultativo; estos resultados apuntan hacia un sistema de apareamiento
mixto. En la mayoria de los experimentos de polinizaciéon controlada, en comparacion
con el grupo control, el volumen de los frutos producidos y el nimero de semillas fue
similar entre ellos, a excepcion del experimento de entrecruza, que tuvo el menor

namero de semillas y el menor volumen en los frutos.

El porcentaje de germinacion fue mayor en la poblacion SNT (32.67 %) que en la
poblacién MR (26.32 %). Este resultado posiblemente se deba a que en la poblacién
SNT el ovario estd mas especializado ya que supuestamente es una poblacion
ginodioica. En ambas poblaciones de Hidalgo se encontré que los experimentos de

autopolinizacion tuvieron el mayor porcentaje de germinacion.
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Perspectivas

En la poblacion ginodioica SNT no se realizaron estudios de biologia floral en los
individuos femeninos debido a que durante diferentes afios (2015, 2016) no fue posible
encontrar las flores de las plantas femeninas en esta poblacidén. Adicionalmente, en la
poblacion dioica del JBRC tampoco se aplicaron muchas de las observaciones y
experimentos necesarios para caracterizar la biologia floral de estas plantas como la
determinacién del nimero de o6vulos y granos de polen, la fenologia floral, las
polinizaciones controladas o la germinacion de las semillas. Con la finalidad de intentar
descubrir cudles son las posibles adaptaciones de esta especie como un paso
intermedio de la ruta evolutiva hacia el dioicismo, es primordial estudiar la biologia
floral tanto de los individuos femeninos en la poblacibn SNT, como en la poblacion
dioica de Cadereyta, lo que ademéas complementaria de manera importante el trabajo

gue se realiz6 en esta tesis.

Respecto a los individuos hermafroditas de la poblacion SNT, se encontrd
mayor porcentaje de germinacion en los tratamientos de autopolinizacion, en el caso
de que se realizaran experimentos con los individuos femeninos, posiblemente se
encontraria que las fecundaciones cruzadas de las hembras darian lugar a la
xenogamia facultativa que se esperaria por el cociente polen/évulos propuesto por
Cruden.

También es indispensable hacer un analisis mas detallado de los componentes
del néctar con técnicas como la cromatografia de gases-masas, por medio de cual, se
podria conocer con exactitud la concentracion de al menos tres de los azlcares
principales que conforman la mezcla del néctar y permitiria realizar comparaciones con
la mezcla de azlucares donde predomina la sacarosa, ya que esto apuntaria a la

existencia de un sindrome de polinizacion con las abejas (Perret et al., 2001).

Las poblaciones de O. robusta probablemente experimentaron un cambio en la
composicion de individuos en sus poblaciones y en el sistema reproductivo, aunque
falta un estudio de genética poblacional para saber cuando ocurrieron estos posibles
cambios, lo que implica un cambio en el nimero y sexo de los individuos en tiempo
evolutivo. La hipoétesis que se deberia explorar es que las poblaciones de O. robusta

pasaron del hermafroditismo al dioicismo. Tomando en cuenta esta hipotesis seria

63



importante hacer un analisis genético para saber cudles son los niveles de diversidad
genética dentro y entre las poblaciones de O. robusta, qué tan diferenciadas estan
dichas poblaciones y conocer si hubo o hay alguna poliploidia, la cual propiciara la
evolucion en los sistemas de apareamiento que vemos actualmente en las poblaciones

de O. robusta.
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