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RESUMEN
En cactéceas, la intercepcion de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) difiere entre

lados del tallo son diferente orientacion, determinando la disponibilidad de recursos para la
reproduccion, ya que se ha sugerido que no hay translocacion de recursos entre costillas.
Algunos estudios han demostrado que la produccion de estructuras reproductivas en
cactaceas columnares distribuidas en el hemisferio norte, es mayor en la cara sur del tallo
donde la intercepcion de RFA es mayor. Myrtillocactus geometrizans (Mart.) Console es un
cactus columnar arborescente, cuyas flores y frutos muestran una orientacion preferencial
hacia el sur. El presente proyecto de investigacion aborda el efecto de la orientacién de los
botones florales sobre los caracteres reproductivos en esta especie y tuvo como objetivos
comparar en botones florales con orientaciones contrastantes (norte vs. Sur) caracteres
masculinos y femeninos y el sistema reproductivo. Esto se realiz6 con botones florales y
flores que fueron colectados en un sitio de Zapotitlan Salinas Puebla. Se determind el
namero y tamafio de estructuras reproductivas (i.e. nimero y tamafios de las anteras por
flor, nimero, didmetro y viabilidad del polen, nimero de 6vulos y tamafio del ovario), y el
sistema reproductivo mediante la relacion polen:ovulo (P/O). Ademas de realizar pruebas
de germinacién in vitro de polen para evaluar el porcentaje de germinacién y la longitud del
tubo polinico. Los resultados muestran un efecto significativo en siete caracteres florales
masculinos y dos femeninos de los diez y cuatro que fueron medidos respectivamente, asi
como en la relacion P/O. Los botones orientados hacia el sureste del tallo tienen,
significativamente una mayor produccion de anteras, mas granos de polen por antera y por
boton floral. Los granos de polen tienen mayor didmetro promedio, y mayor proporcion de
viabilidad y de germinacion, asi como mayor longitud del tubo polinico. La longitud y éarea
del ovario y la relacion P/O es mayor en los botones florales orientados al sureste. De
acuerdo con la clasificacién de Cruden, M. geometrizans tiene un sistema reproductivo
xendgamo facultativo. Este estudio plantea la necesidad de realizar estudios mas detallados
sobre la variacion en el sistema reproductivo entre orientaciones contrastantes. Los
resultados muestran que la disponibilidad de recursos en lados opuestos del tallo influyen
positivamente, tanto en los rasgos florales masculinos como en los femeninos de las
estructuras reproductivas, por lo que también puede tener un efecto sobre el éxito

reproductivo de flores con diferentes orientaciones de M. geometrizans.
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ABSTRACT
In Cactaceae, the interception of photosynthetic active radiation (PAR) differs among

opposite sides of the stem, determining the availability of resources for reproduction, since
it has been suggested that there is no translocation of resources between ribs. It has been
shown that the production of reproductive structures in columnar cacti distributed in the
northern hemisphere is higher in the south side of the stem where the interception of RFA
is higher. Myrtillocactus geometrizans (Mart.) Console is an arborescent columnar cactus,
whose flowers and fruits show a preferential orientation to the south. This research project
deals with the effect of the orientation of flower buds on reproductive traits in this species
and aimed to compare in flower buds with contrasting orientations (north vs. south) male
and female characters and the reproductive system. This was done with flower buds and
flowers that were collected at a site in Zapotitlan Salinas Puebla. It was determined the
number and size of reproductive structures (i.e. number and sizes of anthers per flower,
number, diameter and pollen viability, size and number of ovules from the ovary), and
reproductive system by pollen ratio was determined P/O). In addition in vitro pollen
germination to determine the percentage of germination and pollen tube length was tested.
The results show a significant effect in seven male and two female floral features out of 10
and four measured traits, respectively, as well as the P/O. It is, oriented southeast stem buds
have significantly increased production of anthers, more pollen grains per anther and per
flower bud. Pollen grains have a larger average diameter, greater percentage of viability
and germination and longer pollen tube. The length and area of the ovary and P/O ration is
higher in flower buds oriented southeast. According to the classification of Cruden, M.
geometrizans has a facultative xenogamy reproductive system. This study raises the need
for more detailed studies of the variation in the reproductive system between contrasting
orientations. The results show that the availability of resources on opposite sides of stem
have positive influence both in male floral traits as in female reproductive structures, which
may also have an effect on reproductive success of flowers with different orientations of M.

geometrizans.
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1. INTRODUCCION

La Familia Cactaceae comprende alrededor de 1500 especies (Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1978; Gonzalez et al., 2001) distribuidas en todo el continente americano, desde
Columbia Britanica y Alberta, en Canad4, hasta la Patagonia (Hernandez y Godinez, 1994).
Las especies de esta familia son caracteristicas del paisaje de las zonas aridas y semiéridas
de México junto con agaves, mezquites e izotes (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1978).

Debido a las presiones del medio arido, tales como temperaturas extremas y alta
radiacion solar, asi como por la baja disponibilidad de agua, las cactaceas exhiben una gran
diversidad de caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, que evolucionaron en respuesta a
dichas condiciones ambientales del medio en el que habitan (Nobel, 1980, 1984, 1985;
Gibson y Nobel, 1986; Zavala-Hurtado et al., 1998; Valverde et al., 2007). Tales
caracteristicas les han permitido ocupar exitosamente estos ambientes (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1978).

Dichas caracteristicas incluyen los tallos suculentos, la modificacion de hojas en
espinas y el desarrollo del metabolismo &cido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en
inglés) (Nobel, 1981; Gibson y Nobel, 1986; Geller y Nobel, 1987). Ademéas de las
caracteristicas anteriores, en varias especies de cactaceas columnares, barriliformes y
toneliformes se ha observado el fenémeno de orientacion e inclinacién preferencial de
tallos y ramas, asi como la orientacidn ecuatorial de estructuras reproductivas (i. e., yemas
florales, flores y frutos) (Johnson, 1924; Ehleringer et al., 1980; Nobel, 1981; Gibson y
Nobel, 1986; Geller y Nobel, 1987; Zavala-Hurtado et al., 1998; Tinoco-Ojanguren y
Molina-Freaner, 2000). Se ha argumentado que la orientacion e inclinacion preferencial de
tallos y ramas permite superar el conflicto de la sobre exposicién a temperaturas extremas
y la mayor intercepcion de radiacion solar para llevar a cabo la fotosintesis (Drezner, 2003;
Herce et al., 2014). En este sentido, esta orientacién e inclinacion preferencial les permite
una intercepcion optima de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) y, por consiguiente,
una mayor captura de CO: sin exponer a las estructuras fotosintéticas a un
sobrecalentamiento excesivo (Lajtha et al., 1997; Zavala-Hurtado et al., 1998).

Por otro lado, se ha propuesto que la orientacion ecuatorial de estructuras

reproductivas es consecuencia de la mayor intercepcion de RFA en las ramas y/o costillas
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con dicha orientacion (Tinoco-Ojanguren y Molina-Freaner, 2000). Asimismo, dicho
fendmeno favorece la exposicion de las yemas florales a una temperatura adecuada para su
desarrollo (Johnson, 1924; Ehleringer et al., 1980; Nobel, 1980; Geller y Nobel, 1986;
Zavala-Hurtado et al., 1998; Tinoco-Ojanguren y Molina-Freaner, 2000). La orientacion
preferencial de las flores, en particular, también puede tener efectos en la polinizacion y en
los eventos posteriores a esta. Por ejemplo, las flores mas expuestas a la radiacion solar,
experimentan un aumento de la temperatura interna, lo cual puede ser atractivo para
algunos insectos visitantes (Kearns e Inouye, 1993; Totland, 1996). Mas aun, la orientacion
preferencial de las flores puede acelerar procesos fisiologicos como el crecimiento del tubo
polinico y maduracion de los 6vulos, ademas de acelerar los procesos posteriores a la
polinizacién, asi como la maduracion de los frutos y las semillas, con lo que el éxito
reproductivo de las plantas se puede ver afectado (Kearns e Inouye, 1993; Totland, 1996;
Patifio et al., 2002; Ushimaru et al., 2006).

En cactéceas, sin embargo, existe escasa informacion sobre el efecto de la orientacion
floral sobre los caracteres florales masculinos (i. e., produccién y tamafio de las anteras,
produccién y tamafio de los granos de polen) y nula informacion del efecto de la
orientacion sobre la proporcién de germinacién del polen, asi como la longitud del tubo
polinico, y de qué manera afecta el sistema reproductivo (i.e., relacion polen/6vulos,
Cruden 1977).

2. ANTECEDENTES

Algunos estudios en cactaceas han demostrado que la orientacion preferencial de los tallos
les permite maximizar la intercepcién de RFA y mejorar la captura nocturna de CO:
durante la temporada de crecimiento (Nobel, 1982; Geller y Nobel, 1987). Tal es el caso de
platiopuntias (Nobel, 1981), cactaceas barriliformes (Ehleringer et al., 1980) y cactaceas
columnares (Zavala-Hurtado et al., 1998; Valverde et al., 2006, 2007). En estos grupos de
cactaceas, los tallos estan preferencialmente orientados hacia el Ecuador, coincidiendo con
los sectores del tallo o ramas en donde se presenta la mayor incidencia de radiacion solar y
las temperaturas mas elevadas (Gibson y Nobel, 1986; Nobel, 1988; Zavala et al., 1998.

Esto permite que las superficies fotosintéticas orientadas hacia el Ecuador reciban mayor
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RFA y con ello aumente la tasa fotosintética (Nobel, 1982; Geller y Nobel, 1987; Drezner,
2003; Zavala-Hurtado et al., 1998; Valverde et al., 2007). De esta forma, en especies
distribuidas en el hemisferio norte, los tallos exhiben una orientacion preferente hacia el
sur, mientras que en especies del hemisferio sur, la orientacion es preferencialmente hacia
el norte (Gibson y Nobel, 1986). Estudios con Ferocactus covillei y F. wislizenii en
Arizona (Nobel, 1994) y Copiapoa spp. en Chile (Ehleringer et al., 1980) demuestran la
existencia de una orientacion e inclinacion preferencial de los tallos hacia el Ecuador, lo
que puede determinar la disponibilidad de recursos para diversos procesos fisiologicos que
tienen lugar en el tallo (Drezner, 2003). Asimismo, diversos estudios en cactaceas han
reportado un acimut preferencial similar en la disposicion de las estructuras reproductivas
(Johnson, 1924; Tinoco-Ojanguren y Molina-Freaner, 2000, Valverde et al., 2007; Rosas-
Garcia, 2010; Aguilar-Garcia, 2012; Valencia-Mendoza, 2014).

En el primer estudio en donde se reporto la existencia de una orientacién preferencial
de estructuras reproductivas en cactaceas, Johnson (1924) observo el desarrollo preferencial
de yemas y flores de Carnegiea gigantea en Arizona, encontrando que las estructuras
reproductivas son mas abundantes en el lado este y sureste del &pice. Por su parte, Tinoco
Ojanguren y Molina-Freaner (2000), en dos poblaciones de Pachycereus pringlei en el
Desierto Sonorense, mostraron que la mayoria de las estructuras reproductivas se orientan
hacia el sureste y suroeste. Dichos autores propusieron que la intercepcion de RFA, y su
influencia en la captura de CO: y la temperatura del tallo, es el principal factor que
determina la orientacidn de las flores en dicha especie.

Este patron de orientacion preferencial hacia el Ecuador permite que la temperatura
de los tejidos de las regiones meristematicas y reproductivas se incremente durante el
invierno y primavera, favoreciendo el crecimiento y el desarrollo de las flores (Ehleringer
et al., 1980; Nobel, 1994). Dicho patrén de distribucion permite exponer yemas y flores a
una temperatura adecuada para su desarrollo (Johnson, 1924; Tinoco-Ojanguren y Molina-
Freaner, 2000) al mismo tiempo que optimiza la intercepcion de RFA (Woodhouse et al.,
1980; Nobel, 1981, 1982; Geller y Nobel, 1986; Lajtha et al., 1997). De esta forma, los
lados mas expuestos del tallo contaran con una mayor disponibilidad de recursos.

Esta diferencia entre la ganancia de carbono entre costillas con diferente orientacion

requiere del supuesto de que no existe translocacion de recursos entre costillas (Tinoco-
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Ojanguren y Molina-Freaner, 2000). Por lo tanto, esto supone que, aquellas superficies del
cacto con orientacion ecuatorial acumularan mas carbohidratos (Tinoco-Ojanguren y
Molina-Freaner, 2000), mismos que pueden ser utilizados por la planta para la produccion
de un mayor namero de estructuras reproductivas.

Estudios con la cactacea columnar Pachycereus weberi, demostraron que las
estructuras reproductivas son producidas en mayor medida en aquellas costillas del tallo
con orientacién sur-sureste (Cérdova-Acosta, 2011), y que dichas costillas reciben mayor
RFA (Figueroa-Castro y Valverde, 2011). Ademas, P. weberi produce mas dvulos y
semillas en el lado sur del tallo, y las semillas tienen mayor peso cuando provienen de
estructuras reproductivas orientadas hacia el sur en comparacion con estructuras con
orientacion norte (Figueroa-Castro y Valverde, 2011). De manera similar, Rosas-Garcia
(2010) describié una produccion diferencial de estructuras reproductivas en los tallos de
Myrtillocactus geometrizans, siendo mas numerosas en las costillas sur de los tallos, que
son las caras que reciben mayor RFA. Por su parte, Valencia-Mendoza (2014) encontr6
para esa misma especie, que el tamafo de las flores, el nimero de anteras y o6vulos, asi
como las dimensiones del ovario (largo y ancho) son significativamente mayores en flores
orientadas hacia el sureste.

En cuanto a los caracteres florales masculinos, en Pachycereus weberi se ha
encontrado que el tamafio de las anteras (i. e., largo, ancho, y largo x ancho), el nimero de
granos de polen por antera y por boton floral, asi como la viabilidad del polen de P. weberi,
son marginalmente mayores (i. e., p=0.06, 0.07) en estructuras florales con orientacion sur
(Aguilar-Garcia, 2012). Asi mismo, se ha encontrado que el didmetro promedio de los
granos de polen de P. weberi es significativamente mayor en estructuras florales orientadas
hacia el norte, mientras que la varianza del diametro de los granos de polen fue
marginalmente mayor también en estructuras florales con orientacion norte (Aguilar-
Garcia, 2012). Aunque el tamafio del grano de polen es considerado relativamente
constante dentro de cada especie vegetal, y se ha utilizado como un caracter taxonémico
(Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978), Aguilar-Garcia (2012) reporta que en P. weberi
el tamafio del polen es significativamente diferente entre estructuras reproductivas con
diferentes orientaciones, siendo las del lado norte del tallo las que presentan polen de

mayor tamario, posiblemente debido a que las estructuras orientadas hacia el norte, estan
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expuestas a mayor humedad y menor temperatura (Cérdova-Acosta et al., 2007), lo que
evita que sufran estrés térmico y favorece la produccién de nutrientes (i. e., carbohidratos y
proteinas) de la antera para los granos de polen (Dafni y Firmage, 2000).

El analisis de la calidad del polen en cactdceas, medida como el porcentaje de
germinacion in vitro ha sido poco estudiada. De hecho, solo se han publicado, algunos
estudios con ciertas especies de los géneros Opuntia (Weiss et al., 1993), Hylocereus y
Selenicereus (Weiss et al., 1994). En cuanto al sistema reproductivo, estimado a través de
la relacion polen:ovulos (Cruden, 1977), se ha descrito un sistema xendgamo facultativo
para Mammillaria huitzilopochtli (Flores-Martinez, 2013) y M. longimamma (Calzada-
Lépez et al., 2007). Por su parte, se ha reportado un sistema xenogadmico obligado para
Cereus giganteus, Peniocereus striatus, Neobuxbaumia mezcalaensis y Pachycereus
weberi (Alcorn et al., 1961, Suzén et al., 1994, Valiente-Banuet et al., 1997, Jiménez-Sierra
et al., 2009), mientras que para Melocactus curvispinus (Nassar y Ramirez, 2004) el
sistema fue autogdmico. Sin embargo, en ninguno de estos estudios se ha comparado la
calidad de los granos de polen y el sistema reproductivo (i. e., relacién polen/6vulos) entre

estructuras reproductivas con orientaciones contrastantes.

A pesar de la importancia que tiene la orientacién sobre aspectos reproductivos de
este grupo de plantas (Figueroa-Casto y Valverde, 2011; Aguilar-Garcia, 2012), poco se
sabe de su efecto sobre la funcion masculina (i. e., nimero y calidad de los granos de
polen) y el sistema reproductivo. Asi, el presente estudio aborda el efecto de la orientacion
de los botones florales y flores sobre los caracteres florales masculinos (i. e., produccion de
granos de polen y anteras, tamafio de las anteras y de los granos de polen, viabilidad y
germinacién de los granos de polen y longitud del tubo polinico), asi como sobre la
produccion de 6vulos y el sistema reproductivo de Myrtillocactus geometrizans.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios sobre el patrén de distribucion de estructuras reproductivas de las cactaceas
columnares distribuidas en el hemisferio norte muestran que flores y frutos y ramas tienen
una orientacion preferencial hacia el sur (Cordova-Acosta, 2011; Rosas-Garcia, 2010;
Valencia-Mendoza, 2014). De la misma forma, caracteres reproductivos femeninos (i. e.,
namero de 6vulos, peso y tamafio de semillas) y masculinos (i. e., tamafio de anteras,
numero y porcentaje de viabilidad de granos de polen, diametro promedio de granos de
polen) son mayores en estructuras orientadas hacia el sur (Figueroa-Castro y Valverde,
2011; Aguilar-Garcia, 2012). Ademas, estudios previos con Myrtillocactus geometrizans
reportan que la produccion de flores y frutos, el tamafio de las flores, el nimero de anteras
y ovulos por flor, asi como las dimensiones del ovario (largo y ancho) son mayores en
flores orientadas hacia el sureste del tallo (Rosas-Garcia, 2010; Valencia-Mendoza, 2014).
Sin embargo, no existen estudios que aborden el efecto de la orientacion sobre la
funcion masculina (i. e., tamafio de anteras, produccidn, viabilidad y tamafio del polen, asi
como la germinacion del tubo polinico) y el sistema reproductivo de esta especie. Es asi,
que el presente trabajo aborda un fendbmeno muy poco investigado, empleando como
modelo de estudio a Myrtillocactus geometrizans, y cuyo interés es caracterizar las
estructuras reproductivas masculinas y femeninas, y asi evaluar si hay un efecto de la
orientacion floral sobre la funcién masculina (i .e., nimero de granos de polen y anteras,
tamafo de las anteras y de los granos de polen, viabilidad de los granos de polen y
germinacién del tubo polinico) y femenina (produccién de 6vulos y tamafio del ovario), asi

como sobre el sistema reproductivo (relacion polen:6vulo).
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4. HIPOTESIS

Se ha propuesto que la intercepcion de RFA y su influencia en la captura de CO. y la
temperatura del tallo, son los factores responsables de la orientacion ecuatorial de las
estructuras vegetativas y reproductivas de las cactaceas (Nobel, 1981; Tinoco-Ojanguren y
Molina-Freaner, 2000). Ademaés, la cantidad de RFA recibida en una region particular del
tallo determina su tasa fotosintética, y por lo tanto la cantidad de recursos disponibles para
diversas funciones (Geller y Nobel, 1986; Lajtha et al., 1997). Asi, es posible que dichos
recursos estén limitados para aquellas facetas o costillas con orientacion contraria a la
ecuatorial, al recibir menor cantidad de RFA, asumiendo que no existe translocacion de
recursos entre costillas como lo proponen Tinoco-Ojanguren y Molina-Freaner (2000).
Aunado a lo anterior, estudios previos en Pachycereus weberi (Figueroa-Castro y Valverde,
2011; Aguilar-Garcia, 2012) y Myrtillocactus geometrizans (Valencia-Mendoza, 2014), han
reportado evidencia del efecto de la orientacion de las flores sobre algunos aspectos de la
funcién femenina y masculina de las flores, encontrando que ciertos caracteres son mayores
en las flores con orientacion sur.

Por lo tanto, con base en las evidencias antes reportadas, Se espera que:

Tanto los caracteres florales masculinos (i. e., nimero y tamafio de las anteras por flor;
namero, diametro, viabilidad, y germinacién de los granos de polen; asi como longitud
del tubo polinico), como femeninos (i. e., nimero de 6vulos y tamafio del ovario), sean
diferentes entre flores con orientacion contrastante, siendo las flores orientadas hacia el
sur las que presenten un mayor tamario, produccién y/o viabilidad de granos de polen asi
como de Ovulos. También se espera que existan diferencias en el sistema reproductivo
estimado con la relacibn P/O como consecuencia de las diferencias esperadas en

cantidad de polen y dvulos.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la orientacion de los botones florales y flores sobre los caracteres
reproductivos en una poblacién de Myrtillocactus geometrizans en Zapotitlan Salinas,
Puebla.

Objetivos particulares

En botones florales y flores con orientaciones contrastantes (norte vs. sur), de una

poblacién de Myrtillocactus geometrizans comparar los siguientes caracteres:

NUmero y tamafio de anteras por flor.

Numero de granos de polen por antera y por boton floral.
Proporcion de viabilidad de los granos de polen.
Proporcion de germinacion de los granos de polen.
Longitud del tubo polinico.

Diametro de los granos de polen.

Tamafio del ovario.

Ndmero de 6vulos por flor.

© ©0 N o g b~ w D

Sistema reproductivo (estimado como la relacién polen/6vulos).
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6. ESPECIE DE ESTUDIO

Myrtillocactus geometrizans (Mart.) Console, comiinmente llamado “garambullo”, es un
cacto arborescente que mide entre 2.0 y 5.0 m de altura (Fig.1). Presenta un tallo principal
corto bien definido, con ramas de 6.0 -10.0 cm de ancho, entre 5 y 7 costillas en cada rama.
Las aréolas miden de 0.5-1.0 cm de didmetro, con cimulos de lana o sin ellos. Las espinas
son radiales, de 4-5, de 0.2-1.0 cm de largo, rigidas, tubuladas. Las flores miden de 2.0 —
3.0 cm de largo, y de 2.5 — 3.5 cm de ancho, son de color blanco, diurnas y se desarrollan
varias en la misma areola (Arias et al., 1997). El grano de polen es tricolpado, tectado,
psilado o algunas veces verrugoso, esferoidal prolato, con un diametro promedio de 48.48 x
46.96 um, los colpos presentan margenes muy definidos y lisos (Gonzélez-Quintero, 1969;
Tovar-Alvarez et al., 2009). Los frutos son de 1.0 — 2.0 cm de largo, y de 0.8 — 2.0 cm de
ancho, globosos a elipsoides, purpura oscuros, con pulpa purpura. Las semillas miden de
1.5 — 2.0 mm de largo. La época de floracion es entre febrero y abril. Sus principales
polinizadores son abejas y sus dispersores son las aves (Arias et al., 1997). La especie se
distribuye en gran parte de la Republica Mexicana (Fig.2; Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1978).

Figura 1. Estructuras vegetativas y reproductivas de Myrtillocactus
geometrizans. A. Forma de vida. B. Yemas florales. C. Yemas florales a
lo largo de las costillas. D. Vista externa de la flor. E. Frutos.
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Figura 2. Distribucion de Myrtillocactus geometrizans en la Republica
Mexicana de acuerdo a Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978.

7. SITIO DE ESTUDIO

El presente estudio se realiz6 en Zapotitlan Salinas, Puebla, en el sitio conocido como
“modulo caprino”, que se encuentra ubicado en las coordenadas 18° 19’ 09.60’ latitud
norte y 97° 27’ 05.71” latitud oeste. La precipitacién media anual en la localidad de estudio
es de 424.2 mm, las temperaturas media y maxima anual son 21.5 y 30.3 °C, con una
altitud de 2,240 msnm (SMN, 2010). EI clima que predomina es semiarido con lluvias en
verano (Arias et al., 1997; Rzedowski, 2006). La vegetacion dominante es de tipo matorral
xerofilo (Rzedowski, 2006), pudiéndose reconocer diferentes modalidades fisondmicas de
acuerdo con variaciones en las condiciones medioambientales locales que se expresan en

diferentes arreglos en la vegetacion (Zavala—Hurtado, 1982).
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Figura 3. Ubicacion del sitio de estudio “Modulo caprino” en Zapotitlan
salinas, Puebla.

8. METODOLOGIA

En febrero de 2014 y de 2015, se realizaron colectas de botones florales de 15 individuos
de Muyrtillocactus geometrizans. En cada individuo se identificaron como ramas norte
aquellas ramas externas cuyo acimut estuviera entre los 315° y 45°. De igual forma, se
identificaron como ramas sur aquellas ramas externas cuyo acimut estuviera entre los 135°
y 225°. De forma pareada, en cada individuo se colectaron dos botones florales de las
costillas mas nortefias de las ramas norte y dos de las costillas mas surefias de las ramas sur.
En total se colectaron 120 botones florales (2 botones norte 2 botones sur 15 individuos 2
afos). Los botones florales colectados se fijaron en una solucion de Formaldehido-Alcohol-
Acido Acético (FAA) y se transportaron al laboratorio para su posterior procesamiento. La
colecta de botones florales, y no flores asegura que las anteras no estén dehiscentes y asi se
obtiene el numero total de granos de polen por antera al realizar la cuantificacion de los

granos de polen.
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8.1. Efecto de la orientacion floral sobre la funcion masculina

Para determinar si existe un efecto de la orientacion sobre la funcién masculina, en
botones florales con orientacion contrastante (i. e., norte vs sur), se determind el nimero de
anteras, el tamarfio de las anteras y el nimero de granos de polen por antera. En cada botdn
floral se evalu6 también la viabilidad, la proporcién de germinacion y el tamafio de los
granos de polen, asi como la longitud del tubo polinico.

Para determinar el nimero de anteras, se realizaron disecciones de los botones
florales bajo el microscopio estereoscopico y se contd el numero de anteras (Fig. 4). Se
contd el nimero de anteras en cuatro botones por individuo, dos de cada orientacion. El
namero de anteras de los dos botones de la misma orientacion se promedid, de tal forma

que se obtuvo el conteo de 30 individuos por orientacion.

Figura 4. Corte longitudinal de botén floral (A), en el que se pueden
observar el conjunto de anteras (B) de Myrtillocactus geometrizans. Fotos
tomadas con microscopio estereoscopico, aumento de 2x.
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Para establecer las dimensiones de las anteras, de cada boton floral colectado, se
determind la longitud y el ancho de dos anteras utilizando una reglilla micrométrica en el
microscopio estereoscopico (Fig. 5). Posteriormente, se estimo el area de proyeccion de la
antera como el producto del ancho por la longitud. Las dimensiones se determinaron a
partir de dos anteras por boton, de cada uno de dos botones por orientacion, de 30
individuos diferentes. En total, se estimé el promedio de cuatro anteras por orientacion.

El nimero de granos de polen por antera y por boton floral se determiné a partir de
dos anteras por boton floral. Cada antera se colocd individualmente en un microtubo de 1.5
ml con 150 ul de lactofenol-anilina azul al 1% por lo menos un tiempo de 24 horas. Una
vez en el microtubo, posteriormente cada antera se abrié con la ayuda de una aguja de
diseccion, dispersando el polen en la solucién. Entre cada muestra se limpi6 bien la aguja
de diseccion para no contaminar las siguientes muestras. EI volumen total contenido en
cada microtubo se coloc6 en un porta objetos y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico y de un contador manual, se determind el numero de granos de polen por
antera (Fig. 6). La variable nimero de granos de polen por antera, se determind mediante
el promedio del conteo de cuatro anteras para cada orientacion, de los 30 individuos. El
namero total de granos de polen por boton se estimé a su vez multiplicando el nimero

promedio de granos de polen por antera, por el nimero total de anteras por boton floral.

a0

Figura 5. Estimacion de las dimensiones de las anteras de Myrtillocactus
geometrizans. A) longitud, B) ancho. Foto tomada con microscopio
estereoscopico, aumento 5x.
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Figura 6. Granos de polen de Myrtillocactus geometrizans en solucion de
lactofenol-anilina azul. Foto tomada con microscopio estereoscopico,
aumento 5x.

Para determinar el tamafio de los granos de polen, se preservo una antera por boton
floral en FAA. En total, se utilizaron 30 anteras; 15 provenientes de yemas florales con
orientacion norte y 15 con orientacién sur. Los granos de polen fueron sometidos a un
proceso de acetolisis (Erdtman, 1986). Este procedimiento consiste en suspender los granos
de polen en una solucion de acidos, centrifugar y decantar. Las anteras se suspendieron en
un microtubo de 1.5 ml y se les agregd &cido acético glacial (1 ml) para deshidratarlas.
Posteriormente, se macerd la muestra con una aguja de diseccion para romper el tejido de la
antera y liberar los granos de polen. A fin de facilitar la separacion de los granos de polen y
acelerar la reaccion del acido acético glacial, cada tubo se agité en un vortex durante 5
minutos. Posteriormente, se centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 7000 rpm, en
una micro centrifuga D1008. Al término de este lapso de tiempo, se decantd el acido
acético y se colocé 1 ml de solucién de acetdlisis, misma que consiste en afiadir una parte
de &cido sulfurico concentrado por nueve partes de anhidrido acético puro. Cada microtubo
se agito en un vortex por 3 min, esto con el fin de acelerar la reaccién. Posteriormente, cada
muestra se centrifugo por 20 min. Este procedimiento se repitio dos veces, agregando 1 ml
de la solucién de acetdlisis, agitando y centrifugando en cada ocasion. Al finalizar la
centrifugacion, los tubos se decantaron, el sedimento se enjuagd con agua destilada, y los

granos de polen se almacenaron en glicerina hasta llevar a cabo la medicién de los mismos.
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Para determinar el diametro de los granos de polen, se coloc6 en un porta objetos una
gota con los granos de polen acetolizados, y se midi6 el diametro de 30 granos de polen que
presentaban una forma bien definida (Fig. 7). Las mediciones se realizaron con una

microreglilla bajo un microscopio optico Nikon Eclipse 50i.

Figura 7. Estimacion del didmetro de los granos polen acetolizados de
Myrtillocactus geometrizans. Foto tomada con microscopio Optico,
aumento 40x.

La viabilidad de los granos de polen se estimd considerando tres parametros:
actividad metabolica en el citoplasma, forma de los granos de polen y germinacion y
crecimiento del tubo polinico. Los primeros dos parametros se estimaron al mismo tiempo
que se realizd el conteo de los granos de polen, es decir, con la tincién de lactofenol-anilina
azul al 1%. El principio fundamental de esta técnica, de acuerdo con Baker (1958), es que
partes de las células vegetales son &cidas y tienen una afinidad por los colorantes basicos y
viceversa. El lactofenol- anilina azul actia como un tinte acido y llega al citoplasma, por lo
que tiene afinidad con las moléculas basicas dentro de la célula (Kiachn y Neu, 1960). Por
esta razon, se tifien de azul oscuro los granos de polen fértiles, mientras que los granos
estériles presentan una tincion muy ligera o ausente, lo mismo que deformidades (Maneval,
1936). Los granos de polen redondos y tefiidos de azul se consideraron viables, mientras
que los granos de polen no viables no presentaron tincion o se tifieron muy poco y tenian

una forma diferente de la esférica (Fig.8).
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Figura 8. Granos de polen de Myrtillocactus geometrizans. A) Grano de
polen viable, B) grano de polen no viable. Foto tomada con microscopio
optico, aumento 40x.

Para determinar el efecto de la orientacion sobre la germinaciéon de los granos de
polen y el crecimiento del tubo polinico se realizaron ensayos in vitro (Fig. 9). Para obtener
éxito en la germinacion in vitro y crecimiento del tubo polinico se tomaron en cuenta
diversos factores como son, el tipo de medio de cultivo, la concentracion de sacarosa, el
tiempo y temperatura de incubacién, asi como el tiempo de colecta, como lo reporta Dafni
y Firmage (2000). Asi, en abril de 2015 se colectaron 20 flores con orientaciones
contrastantes. En cada uno de 10 individuos se colecté una flor con orientacion norte,
mientras que en otros 10 individuos se colectdé una flor con orientacion sur. Debido a la
escasa disponibilidad de flores recién abiertas no fue posible la colecta de forma pareada.
Las flores colectadas fueron colocadas individualmente en frascos destapados dentro de una
hielera y fueron transportadas al laboratorio. Con ayuda de un asa bacteriol6gica se
tomaron granos de polen de cada flor y se sembraron en cajas Petri con medio de
germinacién a base de 100 ppm H3BO4, 300 ppm Ca(NO3)2 4H20 y 100 ppm KNO3, agar al
2% y solucion de sacarosa al 30% (Brewbaker y Kwack, 1963). Inmediatamente después,
las cajas fueron colocadas en un horno de secado a una temperatura de 30°C por 30 hrs.
Tras este periodo de incubacion se agregd una gota de lactofenol-anilina azul a cada caja
para tefiir el grano de polen y apreciar el tubo polinico.

La proporcion de germinacion se estima a partir de establecer el nimero de granos de
polen germinados de un total de 100 granos de polen observados al microscopio. Se
considerd que un grano de polen habia germinado cuando la longitud del tubo polinico era

igual o superior a su didmetro (Fig. 10) (Heslop-Harrinson et al., 1984; Mufioz y Devesa,
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1987; Yates et al., 1991; Weiss et al., 1993, 1994; Mondragon-Jacobo y Bordelon, 1996;
Andrés et al., 1999; Metz et al., 2000; Tejeda et al., 2001; Kakani et al., 2002; Kakani et
al., 2005; Pares-Martinez et al., 2006).

La longitud del tubo polinico se estim6 con una micro reglilla bajo un microscopio
estereoscopio Nikon SMZ645. La longitud del tubo polinico fue estimada en 35 granos de

polen por caja Petri y luego se determino el promedio.

Colecta de flores de orientaciones contrastantes
(10 Norte, 10 Sur)

Preparacién del medio de cultivo:

Siembra

100 ppmH;BO, 4

300 ppm Ca(NO3), 4H,O polen A
—>

Agar al 2% \:\

Sacarosaal 30%

Incubacién por 30
horas en horno de
secado

Tincién con
Lactofenol-anilina
azul

- L

Longitud del tubo polinico

Figura 9. Método para determinacion de la proporcion de germinacion de
los granos de polen y de la longitud de los tubos polinicos de Myrtillocactus
geometrizans provenientes de flores con orientacion contrastante.
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Figura 10. Germinacion de los granos de polen de Muyrtillocactus
geometrizans. A) Granos de polen germinados mostrando tubos polinicos y
no germinados. Foto tomada en microscopio estereoscopio, aumento 5x. B)
Grano de polen germinado. Foto tomada en microscopio éptico, aumento
40x.

8.2. Efecto de la orientacion floral sobre la funcion femenina

Para determinar el efecto de la orientacion floral sobre la funcion femenina de M.
geometrizans, se estimd el tamafio del ovario y el nidmero de 6vulos por estructura
reproductiva. Para ello, se emplearon los mismos botones florales colectados en febrero de
2014 y 2015, como se indic6 anteriormente.

El tamafio del ovario se describié con tres medidas: la longitud, el ancho y el
producto de éstos dos (i. e., area de proyeccion) (Fig. 11). Las mediciones se realizaron con
una micro reglilla bajo un microscopio estereoscopico. Para cuantificar el numero de
6vulos, los botones florales fueron disectados longitudinalmente. Posteriormente, con una

aguja de diseccion se separaron y se contabilizaron los dvulos (Fig. 12).
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Figura 11. Botdn floral de Myrtillocactus geometrizans. (A) Ovario, b) largo
del ovario, c) ancho del ovario. Foto tomada con microscopio
estereoscopico, aumento 5x.

Figura 12. Corte longitudinal de boton floral de Myrtillocactus geometrizans
para realizar el conteo de dvulos (A). Foto tomada con microscopio
estereoscopico, aumento 5x.
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8.3. Sistema reproductivo

Para determinar el sistema reproductivo de M. geometrizans, se utilizaron los datos de
numero de granos de polen y de dvulos por estructura reproductiva obtenidos previamente.
Para estimar la relacion P/O. Una vez obtenida dicha relacion, se determiné el sistema
reproductivo de M. geometrizans de acuerdo con las categorias propuestas por Cruden
(1977; Tabla 1). Valores altos de la relacion P/O sugieren que las plantas tienen un sistema
reproductivo xenogamico, mientras que valores bajos indican que las plantas son
autogamas (Cruden, 1977; Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de sistemas reproductivos en plantas inferido a
partir del cociente polen/évulos (P/O; Cruden, 1977).

_ _ P/O
Sistema reproductivo X+EE.
Cleistogamia 4.7+0.7
Autogamia obligada 27.7+3.1
Autogamia facultativa 168.5+22.1
Xenogamia facultativa 796.6 £ 87.7
Xenogamia 5859.2+ 936.5
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8.4. Analisis estadisticos

Los datos de todos los caracteres reproductivos masculinos (i. e., numero de anteras por
estructura reproductiva; ancho, longitud y area de las anteras; nimero de granos de polen
por antera y por estructura reproductiva; didmetro y proporcion de viabilidad de polen) y
femeninos (i .e., nUmero de 6vulos por estructura reproductiva; ancho, longitud y area del
ovario), asi como la relacion P/O se analizaron con pruebas de t()-pareadas, para probar la
hipdtesis de que los botones florales producidos en las ramas sur de los individuos de M.
geometrizans tienen valores mas altos de cada caracter reproductivo respecto a aquellas
producidas en las ramas norte. Los valores por individuo representan el promedio de los
datos de dos botones colectados por orientacion. Solo en el caso de la germinacion de los
granos de polen y longitud del tubo polinico se utilizaron pruebas de t@) para muestras
independientes.

Se realiz6 un analisis de regresion utilizando el procedimiento “paso a paso” (i. e.,
stepwise regression) para determinar cual es la dimension de la antera (longitud, ancho y
longitud x ancho) que explica mejor la variabilidad en la proporcion de viabilidad de los
granos de polen por antera.

El nimero de anteras por boton, el nimero de granos de polen por antera y por
estructura reproductiva, asi como el nimero de évulos por botdn se transformaron como (x
+ 0.5)Y2 (zar, 1999). Por su parte, las proporciones de granos de polen viable se
transformaron como arcoseno (Zar, 1999). Todos los analisis estadisticos se realizaron en
el programa NCSS 2000.
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9. RESULTADOS

9.1. Efecto de la orientacion floral sobre la funcién masculina

Se encontrd un efecto significativo de la orientacion en siete de los diez caracteres florales
masculinos que fueron medidos (Tabla 2). Los botones con orientacién sur presentaron
10.91% mas anteras comparados con los del norte (Tabla 2, Fig. 13A), aunque no se
encontraron diferencias significativas en las dimensiones de las anteras (i. e., longitud,
ancho y area) entre orientaciones (Tabla 2). De igual forma, los botones con orientacién sur
presentaron un 7.7% mas granos de polen por antera (Fig. 13B) y un 18.41% mas granos de
polen por botdn (Fig. 14) comparados con los del norte (Tabla 2).

Por otro lado, el diametro promedio de los granos de polen fue significativamente
diferente entre orientaciones (Tabla 2), siendo aquellos producidos en botones con
orientacion sur 6.7% mas grandes que los producidos en botones con orientacién norte (Fig.
15). Similarmente, la proporcion de viabilidad de los granos de polen de botones con
orientacion sur fue 10.9% mayor respecto a los del norte (Tabla 2, Fig. 16A).

Respecto a la proporcion de germinacion de los granos de polen también se
detectaron diferencias significativas entre orientaciones (Tabla 2). Dicha proporcion fue
37.2% mayor para los granos de polen de botones con orientacion sur respecto a los del
norte (Fig. 16B). La longitud del tubo polinico fue 85.61% mayor en granos de polen de
botones con orientacion sur comparados con aquellos con orientacion norte (Tabla 2, Fig.
17).
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Tabla 2. Valor promedio (z e.e.) y pruebas de t(1)-pareadas de los caracteres masculinos de

botones de Myrtillocactus geometrizans con orientaciones contrastantes. Sélo en el caso de

la germinacidn de los granos de polen y longitud del tubo polinico se utilizaron pruebas de

ty) para dos muestras independientes.

Orientacion

Caracter floral Norte Sur ta) [9.1.] p
Numero de anteras por boton 75.31£2.74 83.53 +2.68 3.96 [28] 0.0002
Longitud de la anteras (mm) 1.60 £ 0.03 1.62 £ 0.031 0.73[28] 0.2300
Ancho de la anteras (mm) 0.61£0.013 0.62 £ 0.016 0.67 [28] 0.2500
Longitud x ancho de la antera 0.99 £ 0.033 1.01 £ 0.036 0.86 [28] 0.1900
(mm?)
NUmero de granos de 642.50 £18.43 692.30+ 17.96 3.41[28] 0.0009
polen/antera
Numero de granos de 48547.87 +2245.38  57488.6 £1947.6 4.81[28] < 0.0001
polen/boton
Diametro de los granos de 47.81+ 0.813 51.05+0.72 5.43[28] <0.0003
polen (um)
Proporcion de viabilidad de 0.853 + 0.040 0.946 £0.013  2.44[28] 0.0100
los granos de polen
Proporcion de germinacion 25.5+4.01 35+2.90 2.08 18] 0.0330
de los granos de polen
Longitud del tubo polinico 196.99 + 24.90 365.65+177.89 3.07 [18] 0.0060

(Lm)
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Figura 13. Valores promedio del numero de anteras (A) y numero de granos

de polen por antera (B) de Myrtillocactus geometrizans con orientaciones

contrastantes. Las lineas representan el error estandar.
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Figura 17. Valores promedio de la longitud del tubo polinico (um), en
botones de Myrtillocactus geometrizans con orientaciones contrastantes. Las

barras representan error estandar.

El analisis de regresion para determinar cudl de las dimensiones de la antera explica

mejor la variabilidad en la proporcion de viabilidad del polen, mostré que el ancho de la

antera es la variable que mejor predice la proporcion de viabilidad. La relacién entre estas

dos variables fue significativa y positiva (F1, ss = 4.97, P = 0.029, r? = 0.07); esto es, en

anteras mas anchas hay mayor proporcién de granos de polen viables. La ecuacion de la

recta que describe esta relacion es: arcoseno = ancho de la antera 0.492 + 0.601 (Fig. 18).
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Figura 18. Regresion lineal entre el ancho de la antera y proporcion de
viabilidad de los granos de polen de Myrtillocactus geometrizans.

9.2. Efecto de la orientacion floral sobre la funcion femenina

De los caracteres femeninos evaluados, sélo la longitud y el area del ovario (longitud
X ancho) mostraron diferencias significativas entre orientaciones contrastantes, siendo
14.1% (Fig. 19A) y 14.31% (Fig. 19B) mayores en los botones con orientacion sur,

respectivamente (Tabla 3).
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Figura 19.Valores promedio de la longitud del ovario (A) y el area del ovario

(longitud x ancho) (B), de botones de Myrtillocactus geometrizans con

orientaciones contrastantes. Las barras representan error estandar.
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Tabla 3. Valores promedio (+ e.e.) y pruebas de tq)-pareadas de caracteres
femeninos de botones florales de Myrtillocactus geometrizans con

orientaciones contrastantes.

Orientacién
Caracter floral NORTE SUR t [9.1.] 0
Nudmero de 6vulos 70.18 £ 3.31 70.41+£290 0.20[28] 0.4100

Longitud del ovario (mm) 4.68 +0.21 534+0.23 5.06[28] <0.0001
Ancho del ovario (mm) 3.49+0.14 354+0.11 0.41[28] 0.3400
Area del ovario (mm?) 16.98+135 1941+135 286([28] 0.0030

9.3. Sistema reproductivo

Las estructuras reproductivas orientadas hacia el sur tuvieron una relacion P/O
significativamente mayor que las orientadas hacia el norte (850.29 + 39.47; 727.01 £
43.75, respectivamente); t = 3.40, g.l. = 28 p = 0.0009) (Fig. 20). De acuerdo con la
clasificacion de Cruden (1977), M. geometrizans tiene un sistema reproductivo

xenogamo facultativo para ambas orientaciones.
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Figura 20. Valores promedio de la relacion polen/dvulos de botones florales
de Myrtillocactus geometrizans con orientaciones contrastantes. Las lineas

representan el error estandar.

10. DISCUSION

10.1. Efecto de la orientacion floral sobre las funciones masculina y femenina

Myrtillocactus geometrizans es un cacto arborescente que se ha empleado como modelo de

estudio para explorar el fendmeno de la orientacion preferencial de estructuras vegetativas

2010, Valencia-Mendoza, 2014). Estudios previos

realizados en poblaciones de esta especie en la Barranca de Metztitlan (Hidalgo) han

y reproductivas (Rosas-Garcia,

demostrado la existencia de una orientacién preferencial en estructuras vegetativas y

reproductivas (flores y frutos) (Rosas-Garcia, 2010). Asimismo, en la misma regién se ha

del ovario, son

fio

| tama

s

asl como ¢

observado que la produccion de anteras y 6vulos,

mayores en flores de las costillas sur de las ramas mas surefias, que son aquellas que recibe

mayor RFA (Valencia-Mendoza, 2014). Sin embargo, no hay reportes del efecto de la

orientacion sobre los caracteres florales masculinos ni sobre el sistema reproductivo de la
51
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En el presente estudio se encontrd que la orientacion de botones y flores tiene un
efecto significativo en la mayoria de los caracteres florales, tanto masculinos como
femeninos estudiados en M. geometrizans en Zapotitlan Salinas, Puebla. Tal y como se
esperaba, el nimero de anteras por boton, asi como de granos de polen por antera y por
boton, el diametro de los granos de polen y las dimensiones del ovario (longitud y &rea)
fueron significativamente mayores en flores orientadas hacia el sur. Estos resultados son, en
general, consistentes con los reportados para M. geometrizans en la Barranca de Metztitlan
(Valencia-Mendoza, 2014). Ademas de lo anterior, Aguilar-Garcia (2012) también encontrd
que el nimero de anteras/boton es mayor en las flores con orientacién sur en Pachycereus
weberi. En relacion al tamafio del ovario, Polowick y Sawhney (1985) reportan que el
ovario del chile (Capsicum annuum L.) es mayor en flores expuestas a temperaturas mas
altas. Esto representa un escenario similar al experimentado por las estructuras
reproductivas de M. geometrizans orientadas hacia el sur. En relacion a las diferencias
detectadas en las dimensiones de las anteras (longitud, ancho y éarea), el nimero de évulos y
el ancho del ovario, aunque fueron en el sentido de lo esperado, no fueron distintas
estadisticamente entre orientaciones contrastantes. En este sentido un estudio reciente en
dos poblaciones nortefias de Pachycereus pecten-arboriginum en Sonora, Aguilar-
Gastelum y Molina-Freaner, (2015) no encontraron diferencias significativas en el nimero
de 6vulos de flores entre costillas de diferente orientacion (este, sur y oeste), por lo que
dicho resultado no apoya la hipétesis de que las flores de orientacion ecuatorial tienen
mayor potencial reproductivo (Aguilar-Gastelum y Molina-Freaner, 2015). Al menos en el
caso del namero de 6vulos, estos resultados contrastan con los reportados previamente para
P. weberi (Figueroa-Castro y Valverde, 2011) y M. geometrizans en la Barranca de
Metztitlan (Valencia-Mendoza, 2014). En relacién a este ultimo, es posible que las
diferencias encontradas para los resultados de numero de Ovulos entre el trabajo de
Valencia-Mendoza (2014) y el presente estudio pueden deberse a la variacion latitudinal
que existe entre los sitios de estudio (Meztitlan, Hidalgo y Zapotitlan Salinas, Puebla,
respectivamente). Si la radiacion solar interceptada por las costillas de los tallos varia con
la latitud y la estacion del afio (Nobel, 1988), es posible que la cantidad de recursos para
invertir en los caracteres reproductivos difieran por esta razon. Por otro lado, hay que

destacar que en el caso del estudio de Aguilar-Gastelum y Molina-Freaner (2015) con P.
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pecten-aboriginum, los autores s6lo compararon flores de costillas con acimut este, sur y
oeste debido a que no hubo flores orientadas hacia el norte. Por esta razén, tales resultados
deben tomarse con reserva hasta que la evaluacion incluya flores de todas las orientaciones.

Las diferencias observadas en la mayoria de los caracteres florales masculinos y
femeninos entre estructuras reproductivas con orientacion contrastante pueden ser resultado
de las diferencias en los regimenes de intercepcion de RFA que experimentan las costillas
con distinto acimut, siendo las de orientacion sur las que reciben mayor incidencia de RFA
(Figueroa-Castro y Valverde, 2011). Lo anterior esta asociado con una mayor captura de
CO2 y mayor disponibilidad de recursos (Lajtha et al., 1997; Nobel y Quero, 1986),
disponibles para la reproduccion. En estudios con pimiento se menciona que a baja
temperatura se producen menos granos de polen, debido a que en la antera no se acumulan
carbohidratos suficientes para la maduracion del polen (Pressman et al., 1998; Shaked et
al., 2004). Dentro de las anteras, el arquesporio es el tejido responsable de la produccién de
granos de polen. EIl arquesporio esta rodeado por el tapete o tejido nutricio, mismo que
provee de nutrimentos a los granos de polen (Jaramillo, 2006). Por lo tanto, si las costillas
orientadas hacia el sur cuentan con mas recursos, el tapete de las anteras de estructuras
reproductivas con dicha orientacion dispone de mas recursos para nutrir al arquesporio Y,

por lo tanto, formar méas granos de polen como aqui se reporta.

10.2. Viabilidad de los granos de polen

Los resultados obtenidos indican que los granos de polen de flores de M. geometrizans
orientadas hacia el sur presentan mayor viabilidad que los de flores orientadas hacia el
norte. De igual forma, la orientacién afecta significativamente la proporcion de
germinacion de los granos de polen y el tamafio del polen, siendo mayores en las flores
orientadas hacia el sur. Si partimos del supuesto de que mayor intercepcion de RFA supone
un aumento en la temperatura de las costillas orientadas hacia el sur, este incremento en la
temperatura no afectd negativamente la produccion de polen, su viabilidad, o el crecimiento
del tubo polinico, como lo plantea Bamberg (1995). Por el contrario, los resultados
obtenidos en el presente estudio indican que las diversas medidas de viabilidad del polen no

se ven disminuidas en las estructuras reproductivas producidas en las costillas con
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orientacion sur. Mas aun, los resultados de viabilidad de polen reportados en este estudio
son similares a los obtenidos por Aguilar-Garcia (2012), quien encontr6 que los granos de
polen de P. weberi de flores orientadas al sur tiene una proporcion de viabilidad
marginalmente mayor que las del norte. Esto sugiere que la recepcion de RFA y la
produccion de carbohidratos podrian estar determinando, en mayor medida, la calidad de
los granos de polen (viabilidad y germinacién) en flores con orientaciones contrastantes. Si
el lado sur del tallo recibe mas RFA (Figueroa-Castro y Valverde, 2011) y esto se asocia
positivamente con la produccion de carbohidratos (Tinoco-Ojanguren y Molina-Freaner,
2000), entonces en ese lado del tallo habrd mas carbohidratos disponibles para la
maduracion del polen, ya que estos constituyen el principal nutriente para el desarrollo y
maduracion del polen (Pacini, 1996). Ante esto, la cantidad de recursos disponibles en cada
lado del tallo parece estar determinando la calidad diferencial de los granos de polen de
flores con orientaciones contrastantes. Por otro lado, también se ha sugerido que las plantas
que se encuentran expuestas a altas temperaturas cuentan con un mecanismo que les
permite conservar el contenido de carbohidratos apropiado bajo estrés térmico y asi
mantener la concentracion de azUlcares solubles en los granos de polen maduros (Shaked et
al., 2004; Firona et al. 2006), que constituyen las principales sustancias metabdlicas para la
germinacién de los granos de polen (Stanley, 1971). Ademas, los granos de polen
expuestos a un alto riesgo de desecacidn, contienen una gran cantidad de sacarosa, la cual
protege la membrana y le confiere mayor longevidad (Hoekstra et al., 1989). Por otro lado
se ha reportado que las bajas temperaturas, interfieren con la acumulacion de almidon,
disminuyendo la concentracién de azucares en los granos de polen maduros (Shaked et al.,
2004). Esta disminucién de carbohidratos puede ocasionar una disminucién en la cantidad
de nutrientes presentes en la antera y la degeneracion temprana del tapetum, limitando asi
la cantidad de nutrientes disponibles para el desarrollo de los granos de polen (Dafni y
Firmage, 2000). Por ejemplo, en ensayos de germinacién de granos de polen in vitro, si la
concentracion de sacarosa es demasiado baja, la germinacion es pobre y los tubos de polen
seran cortos (Mortenson et al., 1964; Pandey y Sharma, 1984; Mufioz y Devesa, 1987).
Ademas, a concentraciones de sacarosa extremadamente altas o bajas, el polen estalla o

encoge (Kearns e Inouye, 1993).
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De acuerdo a lo anterior, es posible que los granos de polen de estructuras reproductivas de
M. geometrizans orientadas hacia el sur presenten un alto contenido de azucares, lo que
favorece su viabilidad. Ademas, dicha diferencia en el contenido de carbohidratos puede
ocasionar un aumento en la cantidad de nutrientes disponibles para las anteras de
estructuras reproductivas orientadas hacia el sur, lo que en cierta forma evita la
degeneracion temprana del tapetum y favorece la inversion de una mayor cantidad de
nutrientes en la formacion de los granos de polen (Dafni y Firmage, 2000; Dominguez,
2000).

Los diferentes métodos utilizados en el presente estudio para determinar la calidad
del polen evidencian resultados contrastantes. La proporcion de viabilidad de los granos de
polen de M. geometrizans estimado con el método de tincion fue de 83.5 - 94%, mientras
que a través de los ensayos de germinacion in vitro se obtuvo una proporcién de viabilidad
de 29.6 - 36.1%. Un patrén similar se ha observado en especies de papa (Solanum sp.) cuya
proporcion de viabilidad por tincion fue de 51% - 93%, mientras que por ensayos de
germinacion fue de 30 - 80% (Gonzélez et al., 2002). De esta forma, pareceria que la
técnica de tincion, aunque es mas rapida y sencilla que los ensayos de germinacion,
sobreestima la proporcidn de viabilidad de los granos de polen. Por lo que los ensayos de
germinacién proporcionan una estimacion de la viabilidad de los granos de polen mas
confiable y cercana a la realidad (Heslop-Harrinson, et al., 1984; Parfitt y Ganeshan, 1989;
Rejon et al., 2010; Sulusoglu y Cavusoglu, 2014).

En cuanto al tamafio de los granos de polen, éste es un caracter considerado
relativamente constante dentro de cada especie vegetal, y ha sido utilizado como un
caracter taxonémico (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978, Pire et al., 2004). Sin
embargo, Aguilar-Garcia (2012) y Aguilar-Garcia et al. (2012) reportan una gran
variabilidad en el tamafio de los granos de polen de P. weberi. Ademas, dichos autores
reportan que el tamafio de los granos de polen de estructuras reproductivas orientadas hacia
el norte es significativamente mayor que el de estructuras con orientacion sur. Sin embargo,
en el presente estudio se encontrd el patron opuesto, es decir, que los granos de polen
provenientes de estructuras reproductivas con orientacion norte fueron de menor tamafio
que los que provenian de estructuras orientadas hacia el sur. EI diametro de los granos de

polen es una medida de la cantidad de recursos disponibles para la germinacion y
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crecimiento del tubo polinico, e indirectamente proporciona informacion sobre el éxito para
llevar a cabo la fecundacion (Pressman et al., 1998; Dafni y Firmage, 2000). Ademas, la
longitud del tubo polinico se correlaciona con el diametro del polen y/o la longitud del
estilo (Aizen et al., 1990). De esta forma, los granos de polen méas grandes son mas
exitosos para germinar y tendran tubos polinicos de mayor tamafio, debido a que en ellos se
encuentran almacenados mas carbohidratos. (Brewbaker y Kwack, 1963). Esto concuerda
con los resultados obtenidos en el presente estudio, en el que los granos de polen de M.
geometrizans provenientes de estructuras reproductivas del lado sur del tallo, no sélo
presentaron un mayor tamafio en general, sino que sus tubos polinicos fueron de mayor
longitud en comparacién con los granos de polen provenientes de estructuras reproductivas

con orientacion norte.

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren la posibilidad que los granos de polen
de las estructuras reproductivas orientadas hacia el sur sean mas exitosos en fecundar
ovulos, esto debido, entre otros aspectos, a que presentan una mayor viabilidad y a que
desarrollan tubos polinicos mas largos. De esta forma, las flores orientadas hacia el sur

tendrian un mayor éxito en la funcién masculina que aquellas con orientacién norte.

10.3. Efecto de la orientacion floral sobre el sistema reproductivo

En plantas de la Familia Cactaceae predomina el sistema reproductivo por
entrecruzamiento, también denominado xenogamia obligada (Gibson y Nobel, 1986;
Godinez-Alvarez et al., 2003). En el presente estudio, la estimacion de la relacion P/O
indica que M. geometrizans presenta un sistema reproductivo xenogamico facultativo
(Cruden, 1977), es decir, que presenta una alta relacion polen:ovulos. Entre flores con
orientaciones contrastantes los resultados mostraron que, en promedio, la relacién P/O fue
mas baja en las flores del lado norte del tallo. De acuerdo con Cruden (1977), se puede
observar una ligera tendencia hacia la autogamia facultativa. Este hallazgo plantea la
necesidad de realizar estudios méas detallados sobre la variacion en el sistema reproductivo
entre orientaciones contrastantes, diseflando experimentos de cruzas controladas,

determinando seed-set, fruit-set y establecer si existe limitacion por recursos o por polen.
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11. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la orientacién floral tuvo un efecto
significativo en la gran mayoria de los caracteres florales reproductivos masculinos
(ndmero de anteras, nimero de granos de polen por antera y por estructura reproductiva,
proporcion de viabilidad y de germinacion del polen, diametro del polen y longitud del tubo
polinico), asi como algunos caracteres florales femeninos (longitud y area del ovario) y el
sistema reproductivo de M. geometrizans inferido a partir del cociente polen/6vulos..

Los resultados muestran que en M. geometrizans la disponibilidad de recursos en
lados opuestos del tallo influyen positivamente, tanto en los rasgos florales masculinos
como en los femeninos de las estructuras reproductivas, por lo que también puede tener un

efecto sobre el éxito reproductivo de flores con diferentes orientaciones.
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