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Resumen

Antecedentes: Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii (Cactaceae) tiene una distribucion restringida al estado de Querétaro y esta categorizada
como un taxoén de preocupacién menor en la lista roja de la IUCN y en el apéndice II de la CITES, pero no se encuentra en ninguna categoria
en la NOM-059-SEMARNAT-2010.

Preguntas: ;Cual es el sistema de cruza y de apareamiento de T. leucacanthus ssp. schmollii? ;Qué recompensas florales ofrece a sus visitantes
y cuales son sus potenciales polinizadores?

Especie de estudio: Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii (Cactaceae).

Sitio de estudio y fechas: Pefiamiller, Querétaro, México en 2018.

Métodos: Se realizaron tratamientos de polinizacion controlada para determinar el sistema de cruza, estableciéndose el porcentaje de frutos y
promedio de semillas que se formaron por cada tratamiento. Se determind el indice de entrecruza de Cruden (IEC). Se realiz6 el estudio de la
morfo-anatomia del nectario y se realizaron observaciones de los visitantes florales.

Resultados: 7. leucacanthus ssp. schmollii es xenégama segun el IEC y presenta entrecruza estricta de acuerdo con los tratamientos de poli-
nizacion. Los principales polinizadores son abejas del género Lasioglossum, siendo el polen la principal recompensa.

Conclusiones: Debido a que este taxon unicamente produce semillas por entrecruza, las alteraciones en el ambiente causadas en el area de
estudio disminuyen el tamafio de la poblacion, limitando el numero de posibles parejas para cruzarse y en consecuencia la disminucion de la
diversidad genética.

Palabras clave: polinizacion, recompensas florales, sistema de apareamiento, sistema de cruza.

Abstract

Background: Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii (Cactaceae) has a distribution restricted to Querétaro, and it is categorized as a taxon of
least concern in the IUCN red list, and in CITES Appendix 1, but it is not found in any category of NOM-059-SEMARNAT-2010.

Questions: What is the mating and breeding systems of 7. leucacanthus ssp. schmollii? What kind of floral rewards does it offer to its visitors,
and which are its potential pollinators?

Studied species: Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii (Cactaceae)

Study site and dates: Pefiamiller, Querétaro, Mexico, during 2018.

Methods: To determine the mating system, controlled pollination treatments were made, establishing the fruit percentage and seed mean that
were formed per treatment. Cruden’s outcrossing index (OCI) was determined. The nectary morpho-anatomy was described, and the floral visi-
tors were recorded.

Results: 7" leucacanthus ssp. schmollii is xenogamous according to OCI, and it has a strict outcrossing system according to the pollination treat-
ments. The main pollinators are bees from the genus Lasioglossum, and the main reward is pollen.

Conclusions: Since this taxon only produces seeds by xenogamy, the alterations in the environment caused in the study site reduce the popula-
tion size, limiting the number of possible mating partners and in consequence, diminishing the genetic diversity.

Keywords: pollination, floral rewards, breeding system, mating system.
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Biologia reproductiva de Thelocactus leucacanthus

Meéxico tiene una alta diversidad de especies de angios-
permas incluidas en 247 familias, 2,685 géneros y 21,841
especies, 50 % de ellas endémicas (Villasefior & Ortiz
2014). Una de las familias mas destacadas es Cactaceae,
ya que tiene la mayor diversidad y riqueza de especies,
con alrededor de 669 especies, agrupadas en 63 géneros,
de las cuales aproximadamente el 79 % son endémicas; se
distribuyen principalmente en la zonas aridas y semiaridas
(Guzman et al. 2003) que cubren casi la mitad del pais.
Con base en las categorias y criterios de la Lista Roja de
la TUCN, Cactaceae es el quinto grupo taxondmico a nivel
mundial mas amenazado (con el 31 % de sus especies)
después de las cicadas (63 %), anfibios (41 %), corales
(33 %) y coniferas (34 %) (Goettsch et al. 2015).

Entre las especies de cactaceas, el 6.7 % estan clasifica-
das como en Peligro Critico (PC), 12 % en Peligro (P)
y 9.4 % como Vulnerables (V) de acuerdo con la Lista
Roja (Goettsch et al. 2015). Los factores de riesgo que
presentan muchas especies de Cactaceae es la conversion
del uso de suelo para actividades agricolas o pecuarias y
la extraccion ilegal de plantas y semillas para el comercio
(Sanchez-Mejorada 1982, Arias et al. 2005, Goettsch et
al. 2015). Otros factores de riesgo son aquellos intrinse-
cos de cada especie, como la baja tasa de crecimiento y
reclutamiento, ciclo de vida largo, distribuciéon limitada
en habitats especificos, alta mortalidad en etapa juvenil y
baja densidad poblacional (Arias et al. 2005, Mandujano
et al. 2010). La combinacion de estos factores impacta
de manera importante en la supervivencia y el mante-
nimiento de las poblaciones (Mandujano et al. 2010). Por
lo que el estudio de la biologia reproductiva y la ecologia
de poblaciones en cacticeas amenazadas (Valverde &
Zavala-Hurtado 2006, Martinez-Peralta et al. 2014b, Ma-
tias-Palafox et al. 2017) es de especial importancia para
generar informacion sobre los requisitos reproductivos y
los factores que podrian limitar la persistencia de las po-
blaciones naturales.

El género Thelocactus Britton & Rose se compone de
12 especies (varias de ellas con dos o tres subespecies),
que se distribuyen principalmente en suelos calizos del
Desierto Chihuahuense (Anderson 2001). Actualmente,
todas las especies de Thelocactus estan incluidas en el
Apéndice II de CITES (2017), 11 especies en alguna de
las categorias de la Lista Roja (IUCN 2019) y sélo nueve
taxones en la NOM-059 (SEMARNAT 2010). La especie
T leucacanthus (Zucc. ex Pfeiff.) Britton & Rose esta cate-
gorizada como una especie de preocupacion menor (PM)
en la Lista Roja (IUCN 2019), aunque 7. leucacanthus
ssp. leucacanthus (Zucc. ex Pfeiff.) Britton & Rose y T.
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leucacanthus ssp. schmollii (Werdermann) Mosco & Za-
novello no se tratan por separado. Unicamente la subespe-
cie T leucacanthus ssp. leucacanthus esta incluida como
un taxon bajo proteccion especial (Pr) en la NOM-059
(SEMARNAT 2010). Sin embargo, T. leucacanthus ssp.
schmollii, el taxon de la presente investigacion, se catego-
riz6 como amenazada, después de una evaluacion de MER
(Método de Evaluacion del Riesgo de Extincion de las Es-
pecies Silvestres en México) realizado por Sanchez et al.
(2008) en el cuadrante Toliméan (zona central del estado de
Querétaro), con base en su distribucion muy limitada, a la
presencia de menos de 50 ejemplares en el sitio analizado
y a la ausencia de individuos en etapa juvenil; ademas de
la actividad antropogénica y la existencia de ganado en su
habitat, lo que podria limitar su existencia a largo plazo.
Por lo anterior es esencial generar informacion sobre las
diferentes estrategias reproductivas utilizadas por 7. leu-
cacanthus ssp. schmollii que le permite el reclutamiento
de nuevos individuos en su poblacion, lo cual ayudaria en
la propuesta de programas estratégicos de propagacion y
conservacion; ademas de reevaluar el estatus de conser-
vacion de este taxon en revisiones de la TUCN, CITES
y la NOM-059-SEMARNAT-2010. Por esta razon en la
presente investigacion se abordan diversos aspectos de la
biologia reproductiva de 7. leucacanthus ssp. schmollii.
La biologia reproductiva estudia diversos mecanismos
que presenta una especie para dejar descendencia, ya sea
por la via sexual o asexual, lo que permite su persisten-
cia en el tiempo (Matias-Palafox et al. 2017). En las an-
giospermas, la biologia reproductiva comprende diversos

topicos como la propagacion vegetativa, apomixis, siste-
mas sexuales, sistemas de apareamiento, sistemas de cru-
za, sistemas de incompatibilidad y la biologia de la polini-
zacion (Morgan & Schoen 1997, Richards 1997, Ayasse &
Arroyo 2011, Ramawat et al. 2014, Sreekala 2017).

Los sistemas sexuales (sexual systems) se refieren a

la forma en la cual el gineceo y el androceo se posicio-
nan funcionalmente en los individuos de una poblacion,
expresandose como hermafroditas, dioicos, ginodioicos,
entre otros (Barrett 2002, Neal & Anderson 2005). Estos
influyen directamente en los sistemas de cruza (mating
systems), que corresponden a la forma en la que los game-

tos masculinos se dispersan y se unen con los femeninos
para llevar a cabo la fecundacion. Comprenden la auto-
cruza, la entrecruza y el sistema mixto (Richards 1997,
Neal & Anderson 2005, Barrett 2014). Los sistemas de
apareamiento (breeding systems) son una inferencia de
los sistemas de cruza, que toman en cuenta caracteres flo-

rales como el arreglo en el espacio (hercogamia), tiempo
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(dicogamia) y funcionalidad (expresion del sexo) de los
organos sexuales a nivel de flor, individuo o poblacion
(Cruden 1977, Neal & Anderson 2005, Mandujano et al.
2010). El sistema de incompatibilidad es un mecanismo
bioquimico-genético que permite a la planta receptora
del polen reconocer y rechazar el polen propio o de otros
individuos que contengan los mismos alelos S y aceptar
el polen de individuos de la misma especie que tengan
alelos S diferentes; asimismo, evita la autofecundacion y
obliga a la entrecruza (De Nettancourt 1997). Las espe-
cies que son autoincompatibles dependen de polinizadores
para el transporte del polen entre individuos, por lo que
la atraccion de éstos es importante para llevar a cabo la
polinizacién cruzada y asi asegurar su éxito reproductivo
(Aguilar et al. 2006, Dominguez & Pérez 2013). Por lo
tanto, el sistema de apareamiento, la presencia o ausencia
de un sistema de incompatibilidad y la conducta de los
polinizadores influyen en el éxito reproductivo de las es-
pecies (Barrett 2014).

El objetivo de esta investigacion se enfocd en describir
diversos aspectos de la biologia reproductiva de T leuca-
canthus ssp. schmollii, bajo las siguientes interrogantes:
(Cual es su sistema de cruza y de apareamiento? ;Qué
recompensas florales ofrece a sus visitantes y cudles son
sus potenciales polinizadores?

Materiales y métodos

Area y especie de estudio. El estudio fue realizado en la
localidad “La Estacion” ubicada en el municipio de Pe-
familler, Querétaro, en las coordenadas 21° 01°25.4” Ny
99°44°42.2” W a 1,290 m snm. El tipo de vegetacion pre-
dominante de la localidad es el matorral xeréfilo, donde se
encuentran especies como Larrea tridentata, Fouquieria
sp., Bursera sp., Myrtillocactus geometrizans, Cylindro-
puntia imbricata, C. leptocaulis, Lophophora diffusa y
Coryphantha sp. El clima predominante es semiseco-semi-
calido (BS1h), con temperatura media anual de 19.6 °C
y precipitacion media anual de 334.9 mm (INEGI 2017).
Thelocactus leucacanthus se distribuye en los estados de
Hidalgo y Querétaro (Anderson 2001). Se reconocen dos
subespecies, T. leucacanthus ssp. leucacanthus, que posee
flores amarillas y se distribuye principalmente en Hidalgo
y T leucacanthus ssp. schmollii, que tiene flores con to-
nos que van de violeta a carmin y se ha reportado como
microendémica de la zona arida de Querétaro (Anderson
2001, Guzman et al. 2003, Sanchez et al. 2008). La espe-
cie estudiada, T leucacanthus ssp. schmollii tiene tallos
globosos o cortamente cilindricos, de color verde grisa-

ceo, de hasta 15 cm de altura y 8 cm de didmetro. Presenta
podarios dispuestos en aproximadamente 12 costillas. Su
forma de crecimiento puede ser simple o cespitosa. Las
flores son de color violeta carmin y los 16bulos del es-
tigma y los estambres son de color amarillo (Bravo-Hollis
& Sanchez-Mejorada 1991, Anderson 2001). Fernandez-
Muiiiz (2017) reportd que la floracion comienza en marzo
y termina en noviembre, con dos picos de floracion, uno
grande en mayo-junio y otro en agosto-septiembre.

Biologia floral y sistema de apareamiento. Se registrd la
morfometria floral utilizando 30 flores de diversos indi-
viduos fijadas en alcohol etilico al 70 %. Se midieron los
siguientes caracteres florales con un vernier digital (Mi-
tutoyo, CD-6 “CX): 1) longitud total de la flor, 2) longi-
tud del estilo, 3) longitud de los estambres mas internos,
4) longitud de los estambres mas externos, 5) longitud
de la camara ovarica y 6) didametro de la camara ovarica.
Se contd el nimero de estambres, ¢l nimero de 16bulos
estigmaticos y el numero de 6vulos por ovario. Las me-
didas morfométricas de la flor y el nimero de estambres,
16bulos estigmaticos y dvulos se expresaron como valores
promedios + desviacion estdndar (DE). El indice de entre-
cruza propuesto por Cruden (1977) toma en cuenta algunas
caracteristicas florales como el didmetro de la corola y la
separacion espacial (hercogamia) o temporal (dicogamia)
de las funciones sexuales, estos rasgos han sido utilizados
para determinar el sistema de apareamiento (Ornduff 1969,
Cruden 1977); para ello se examinaron diferentes caracte-
risticas florales en campo, en julio de 2018. Para la apertura
floral se tomo en cuenta la apertura maxima promedio del
perigonio durante la antesis (n = 27). Para determinar si
habia dicogamia se observo y determiné la hora de la de-
hiscencia de las anteras, la apertura y la receptividad de los
l6bulos estigmaticos en 30 flores de diferentes individuos.
La receptividad del estigma se evalué con peréxido de hi-
drégeno para detectar la actividad de la peroxidasa (Dafni
1992) cada hora desde el inicio de la antesis. Para eval-
uar la hercogamia se utilizaron los valores obtenidos de
la morfometria floral, determinando si la longitud (altura)
de los estambres mas externos y el estilo son significativa-
mente diferentes entre si aplicando una prueba ¢ de student
pareada, empleando el programa Graphpad Prism 7.0.

Sistema de cruza. Este fue determinado utilizando los
siguientes tratamientos de polinizaciéon en mayo de 2018
(Dafni 1992): 1) Control (n = 30, de 10 diferentes indi-
viduos), flores con polinizacién abierta y natural; 2) En-
trecruza manual (n = 29, de 10 plantas), se emascularon
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botones florales cercanos a la antesis y cuando ésta ocurrid
los estigmas fueron saturados con una mezcla de polen de
flores recién abiertas de al menos ocho individuos dife-
rentes y se cubrieron; 3) Autocruza manual (n = 24, de
8 individuos), se cubrieron botones previos a la antesis
y cuando abrieron, se polinizaron con su propio polen.
En estos dos ultimos tratamientos la polinizacion ma-
nual se realizd aproximadamente a las 12:30 h, cuando
los 16bulos del estigma estaban completamente extendidos
y receptivos, y se volvieron a cubrir inmediatamente; 4)
Autocruza natural (n = 15, de 5 individuos), los botones
florales sin emascular se cubrieron para evitar la interven-
cion de polinizadores; y 5) Apomixis (n = 6, de 3 plantas),
se emascularon botones florales previos a la antesis y se
cubrieron inmediatamente sin ser polinizados. Para cubrir
las flores se utilizaron bolsas de organza y pinzas de punta
fina para colocar el polen en el estigma correspondiente a

cada tratamiento. Se colectaron los frutos maduros aproxi-
madamente 45 dias después de la polinizacion para cal-
cular el numero de semillas formadas por fruto en cada
tratamiento. Los tratamientos se compararon utilizando
la prueba U de Mann-Whitney, debido a que solamente
dos tratamientos formaron frutos, utilizando el programa
Graphpad Prism 7.0.

Visitantes florales. Se registraron los visitantes florales
en cuatro parches florales con una gran concentracion de
plantas en floracion. Se observaron todas las flores posi-
bles de cada parche (aproximadamente 50 flores) durante
tres dias por mes, en mayo, junio y octubre de 2018. Se
registraron las visitas ocurridas en 10 minutos de observa-
cion, utilizando 20 minutos de descanso, sumando un total
de 55 horas de observacion (se realizaron de las 10:00 h a
las 15:00 h, ya que previas observaciones mostraron que

Figura 1. Individuos adultos de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii en el sitio de estudio y atributos florales evaluados para determinar el sistema

de apareamiento. A) Individuo cespitoso mostrando los tallos reproductivos al iniciar la floracién. B) Flor en antesis mostrando las anteras dehiscentes,

los 16bulos del estigma extendidos y los tépalos brillantes. C) Parametros para determinar la hercogamia y morfometria floral (1, longitud total de la flor;

2, longitud del estilo; 3, longitud de los estambres mas internos; 4, longitud de los estambres mas externos; 5, longitud de la camara ovarica; 6, didmetro

de la camara ovarica). D) Medicion de la apertura floral. Escala: A= 10 cm, B=1 cm, C-D =2 cm.
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los visitantes comienzan a llegar a las 10:00 h, cuando las
flores inician la antesis y cierran a las 14:00 h). También
se registro el comportamiento de los visitantes, se estimo
el promedio de visitas por flor por cada tipo de visitan-
te (dividiendo el total de visitas de cada visitante sobre
el numero total de horas de antesis) y la carga de polen
(niimero total de granos de polen) conespecifico que lle-
vaban en el cuerpo (Ne’Eman et al. 2010). Para identifi-
car a los visitantes y determinar la carga de polen en el
cuerpo, éstos se colectaron en camaras letales de etanol al
70 % y se agitaron en el vortex para desprender el polen
de sus cuerpos. Posteriormente, los tubos se centrifugaron
a 14,000 rpm durante 10 minutos. Se elimin6 el sobrena-
dante y se afiadieron 100 ul de agua con detergente para
disminuir la tension superficial. De esta solucion se con-
taron los granos de polen en una muestra de 10 pl, por
duplicado y se calculd el promedio, el cual se multiplico
por 10 (considerando que la muestra total fue de 100 pul) y
asi determinar el nimero de granos de polen conespecifi-
cos que los visitantes llevaban en el cuerpo. Para asegurar
que los granos de polen eran de la especie de estudio, se
observo polen tomado directamente de las flores previa-
mente colectadas y se compard con el que portaban los
visitantes.

Recompensas florales. Para determinar si las flores pro-
ducen néctar, se analizd la morfo-anatomia del nectario
floral; para esto se fijaron 10 botones florales y 10 flores
en antesis de al menos cinco individuos diferentes en
FAA (formaldehido, alcohol etilico al 96 %, acido acé-
tico glacial, agua destilada; relaciones 10: 50: 5: 35, res-

pectivamente) por 48 h. Posteriormente los botones y las
flores fijadas se lavaron con agua para eliminar el exceso
de fijador, se disectaron tanto longitudinal como transver-
salmente y se deshidrataron en una serie gradual de etanol
(del 30 al 100 %), se incluyeron en Paraplast®, se obtu-
vieron cortes histologicos de 6-10 um de grosor con un
microtomo rotatorio American Optical 820 y se tifieron
con safranina-verde rapido. También se realizaron diferen-
tes pruebas histoquimicas: Lugol para detectar almidon,
Rojo “O” de aceite para lipidos, Acido Peryédico-Reac-
tivo de Schiff (APS) para polisacaridos insolubles y Azul
Negro de Naftol para proteinas (Marquez et al. 2016).
Las preparaciones histologicas fueron observadas en un
microscopio Olympus Provis AX70 adaptado con una
camara digital y se tomaron fotomicrografias. Algunas
muestras del nectario se deshidrataron, se llevaron a punto
critico en una desecadora CPD-030 Bal-Tec, se montaron
en portamuestras metalicos, se cubrieron con oro en una
ionizadora Denton Vacuum Desk-II y se observaron en el
microscopio electronico de barrido JSM-5310LV (Tokyo,
Japan) para capturar imagenes digitales.

Resultados

Biologia floral y sistema de apareamiento. Durante el
presente estudio se observo una gran cantidad de plantas
en floracion, especificamente en mayo de 2018 (Figura
1A), pero el resto del afio la floracion fue intermitente,
ya que en varias salidas no se encontraron plantas en flo-
racion. En 2019 el despliegue floral observado fue menor
con respecto al 2018 debido a las alteraciones del habitat.

Tabla 1. Morfometria floral de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii (n = 30, mayo de 2018) de la localidad La Estacion (Municipio

Pefiamiller, Querétaro, México). Se muestran los resultados del promedio =+ la desviacion estandar (DE), asi como el minimo (Min) y

maximo (Méx) registrado de cada caracteristica evaluada.

Caracteristica Media += DE Min - Max
Longitud de la flor (mm) 36.04 +4.02 27.03 - 43.43
Didmetro de la flor (mm) 51.21 £ 11.67 25.1-82.47
Longitud del estilo (mm) 14.44 +£1.69 11.6-18.24
Numero de 16bulos estigmaticos 9.43 +1.61 6-12
Diametro de la cdmara ovarica (mm) 347+0.6 2.24-4.53
Longitud de la cdmara ovarica (mm) 3.5+0.92 1.46 - 5.26
Numero de 6vulos por ovario 101.97 +£29.88 42-203
Longitud de estambres mas internos (mm) 10.18 £ 1.44 6.44-12.89
Longitud de estambres mas externos (mm) 14.8 +1.82 9.93-17.92
Numero de estambres 746.87 £241.6 419 - 1287
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Las flores de T. leucacanthus ssp. schmollii son diurnas,
actinomorfas, infundibuliformes, perfectas y con tépalos
de color rosa carmin brillante, los externos menos colo-
ridos que los internos, con un tono plateado en el apice
(Figura 1B-D). El promedio de la longitud total de las
flores es de 36.04 + 4.02 mm y un didmetro de 51.21 +
11.67 mm en el punto de apertura méaximo del perigonio
(Figura 1D). El estilo es de color blanco en su base y
amarillo palido en el apice, su longitud es de 14.44 + 1.69
mm; el estigma es de color amarillo, con 16bulos estig-
maticos que varian en cantidad entre 6 a 12. La camara
del ovario es elipsoidal, con diametro de 3.47 = 0.6 mm y
longitud de 3.5 + 0.92 mm; el numero de évulos por flor
tiene un intervalo de 42 a 203. El promedio de longitud de
los estambres mas internos es de 10.18 + 1.44 mm y de los
estambres mas externos de 14.8 + 1.82 mm y el numero
promedio de estambres fue de 746.87 +241.6 (Figura 1C,
Tabla 1). La longevidad de las flores de 7. leucacanthus
ssp. schmollii en la poblacion de estudio es de un solo dia.
La antesis comienza alrededor de las 10:30 h, la maxima
apertura se da entre las 13:00 h (n=11) y las 14:00 h (n =
13). El cierre floral ocurre entre las 14:00 (n=10) y 15:00
h (n = 9; Figura 2). Las anteras son dehiscentes desde el
inicio de la antesis, a diferencia de los 16bulos del estig-
ma que generalmente permanecen cerrados y erectos (n =
23). Aproximadamente tres horas después del comienzo
de la antesis, los 16bulos del estigma (n = 17) se extien-
den por completo (Figura 1D), aunque en algunas flores
(n = 8) los lobulos requirieron una hora mas para exten-
derse. Por tal motivo se propone que 7. leucacanthus ssp.
schmollii presenta dicogamia, particularmente protandria
incompleta, de acuerdo con los tipos de protandria pro-
puestos por Lloyd y Webb (1986), ya que a pesar de que
la dehiscencia de anteras es previa a la receptividad del
estigma, estos eventos coinciden parcialmente.

De acuerdo con la prueba ¢ de student pareada, la dife-
rencia en la longitud de los estambres mas largos y del
estilo (la distancia que separa a las anteras y el estigma)
no es significativa; (= 1.112; df=29; P=0.1375). Lo que
indica que la distancia que separa al estigma de las anteras
no es suficiente para evitar la autopolinizacion, por lo que
las flores de la poblacion estudiada de T. leucacanthus ssp.
schmollii no presentan hercogamia.

Con base en la informacion anterior, se determind que
el taxon estudiado tiene un valor de 4 en el indice de en-
trecruza de Cruden (1977), ya que las flores tienen un dia-
metro mayor a 6 mm, presentan protandria y no tienen
hercogamia. Por lo tanto, el sistema de apareamiento en
T. leucacanthus ssp. schmollii es de xenogamia obligada.
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Sistema de cruza. Las semillas de 7. leucacanthus ssp.
schmollii sdlo se producen por via sexual, debido a que
no se desarrollaron semillas en el tratamiento de apomi-
xis. La formacion de frutos y semillas s6lo ocurri6 en los
tratamientos control y entrecruza manual (Tabla 2), sin
diferencia significativa en el promedio de semillas produ-
cidas entre estos dos tratamientos (U = 355.5; P=0.1582;
Tabla 2).

Visitantes florales. Los visitantes florales observados en
T. leucacanthus ssp. schmollii fueron abejas, escarabajos
y hormigas. La conducta y la tasa de visitas de las abejas
pertenecientes a las familias Halictidae, Apidae, Mega-
chilidae y Andrenidae, indica que son los posibles poli-
nizadores. La mayoria de las veces aterrizaban en el estig-
ma y después forrajeaban las anteras, aunque no siempre
lo hacian en este orden, pero tocaban alguno o ambos ver-
ticilos sexuales. De la familia Halictidae se registraron tres
morfoespecies pertenecientes a los géneros Lasioglossum,
Augochlora y Agapostemon (Figura 3A-C). Del género
Lasioglossum se identifico el subgénero Dialictus (Figura
3A). De la misma manera de la familia Apidae se encon-
traron tres morfoespecies, correspondientes a los géneros
Exomalopsis, Diadasia y Ceratina (Figura 3D-F). De la
familia Megachilidae se registraron dos morfoespecies
pertenecientes a los géneros Ashmeadiella y Dianthidium
(Figura 3G-H). De la familia Andrenidae se registrd una
morfoespecie del género Pseudopanurgus (Figura 31).

Los visitantes mas frecuentes son individuos del gé-
nero Lasioglossum (subg. Dialictus), su tasa de visita
fue de 4.2 visitas por flor, por hora (v/f/h) y fueron los
que tuvieron un mayor niimero de granos de polen en el
cuerpo. Seguidos por la morfoespecie del género Pseudo-
panurgus, con visitas de 2.6 v/f/h y con carga de polen
alta. La morfoespecie del género Exomalopsis tuvo 2.2
v/f/h, pero su carga de polen fue baja. El resto de las mor-
foespecies tuvieron una tasa menor a 1 v/f/h. Aunque las
visitas de Diadasia sp. no fueron tan frecuentes, la carga
de polen conespecifico en su cuerpo fue notable, pues se
acercé mucho a la carga de polen de la morfoespecie de
Lasioglossum (subg. Dialictus) (Figura 3J). Las visitas
de todos los insectos fueron mas frecuentes entre las 12:00
y las 13:30 h; antes y después de este intervalo las visitas
fueron muy escasas.

También se observaron ocasionalmente hormigas del
género Monomorium (subfamilia Myrmicinae) caminan-
do alrededor de los botones florales y algunas veces de
las flores en antesis, sin una conducta en especifico. Asi-
mismo, escarabajos del género Trichochrous (familia Me-
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Figura 2. Apertura floral a lo largo del dia de Thelocactus leucacanthus
ssp. schmollii (n = 27). Se muestra el diametro del perigonio de flores
durante la antesis. Los puntos representan el promedio del diametro del
perigonio + la desviacion estandar en funcion de la hora del dia. La an-
tesis comienza alrededor de las 10:30 horas y termina a las 15:00 horas.
La linea solida delimita el tiempo de dehiscencia de las anteras (fase
masculina) y la linea discontinua, la hora en que el estigma es receptivo

(fase femenina).

lyridae) entran hasta la base del tubo floral, posiblemente
para consumir tejido de esta zona, ya que algunos escara-
bajos analizados tenian restos de tejido floral en su aparato
bucal. Sin embargo, ninguno de ellos toca los verticilos
sexuales, por lo que se descarta que sean polinizadores.

Recompensas florales. El taxén de estudio presenta un
nectario pequeio, ubicado por debajo de la zona de inser-
cion de los filamentos estaminales mas internos (Figura
4A, C), especificamente en el hipantio; tiene forma de
anillo, por lo tanto, es un nectario hipantial de tipo anu-
lar (Figura 4A). A lo largo de la epidermis del nectario se
observan nectarostomas abiertos (Figura 4B), los cuales
son estomas que no pueden regular su apertura y cierre de
acuerdo con Nicolson et al. (2007). A través de los necta-
rostomas se secreta el néctar producido por el parénquima
secretor del nectario, el cual se ubica por debajo de la epi-
dermis; estd compuesto por células secretoras de tamafio
pequetio con respecto al resto del nectario, son compactas
y tienen un citoplasma denso. Adyacente al tejido secretor
se localiza el parénquima subnectarifero, que se distingue
por presentar células mas grandes que el parénquima nec-
tarifero, con vacuolas conspicuas, citoplasma poco denso
y no secretoras; ademads, este parénquima se encuentra
asociado a haces vasculares (Figura 4D).

En cuanto a las pruebas histoquimicas aplicadas al nec-
tario, la de Rojo “O” de aceite resulto positiva para lipidos
solo en la cuticula, debido a los compuestos cerosos de ésta
y dio negativo para el resto del tejido nectarial (Figura 4E-

F). La prueba de lugol resultd positiva a almidon tanto en
el parénquima nectarifero y subnectarifero, pero la mayor
abundancia de almidon se observo en las células secretoras
nectariales (Figura 4G-H). La prueba de Acido Peryodico-
Reactivo de Schiff (APS) muestra una gran concentracion
de carbohidratos insolubles en las células del parénquima
nectarifero y poco en las células del parénquima subnecta-
rifero (Figura 41-J). Con la prueba de Azul Negro de Naftol
se observa una gran cantidad de proteinas en el parénquima
nectarifero comparado con el subnectarifero (Figura 4K-
L), confirmando una mayor concentracién proteinica en
las células secretoras. Se intentd cuantificar el néctar con
capilares de vidrio de 10 pL, sin embargo, la cantidad de
néctar que produce T. leucacanthus ssp. schmollii es muy
pequeia para que suba por el capilar.

Observaciones sobre la fragmentacion del habitat por ac-
tividades antropogénicas. Durante las visitas realizadas a
la poblacion de T. leucacanthus ssp. schmollii, en el trans-
curso de dos afios (2018 y 2019), se observo que el habitat
de esta poblacion se fue degradando drasticamente por la
actividad humana. En las tltimas visitas se observd que
los individuos de 7. leucacanthus ssp. schmollii estaban
en malas condiciones por falta de agua y sombra debido
a la erosion y actividades de limpia de terreno para otros
fines, lo que provocod que muchos de los ejemplares se
encontraran desenterrados, con coloracion amarillenta y
algunos muertos. Al terminar las visitas a la poblacion,
se encontrd una gran parte del sitio de estudio completa-
mente deforestado (Figura SA), comparado con la primera
visita en el 2018 (Figura 5B), donde se observa mayor
vegetacion. No se pudo estimar el numero de ejemplares
que fueron destruidos o maltratados debido a que no se
hizo un censo de las plantas que habia en la poblacion al
inicio del estudio, ya que se removieron las etiquetas a las
plantas marcadas cuando se recogieron los frutos forma-
dos de los tratamientos de polinizacion. Thelocactus leu-
cacanthus ssp. schmollii no es la Gnica cactacea en peligro
en esta localidad, se observaron personas saqueando ejem-
plares de Lophophora diffusa (peyote), posiblemente para
su consumo (debido a que produce efectos psicotropicos);
con el paso del tiempo los individuos de L. diffusa se en-
contraban en menor cantidad.

Discusién
Biologia floral y sistema de apareamiento. Las flores
de T leucacanthus ssp. schmollii son hermafroditas,

dicogamas, diurnas e infundibuliformes. Generalmente
la longevidad floral en Cactaceae es de uno o dos dias
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(Mandujano et al. 2010), en el caso de las flores de T, leu-
cacanthus ssp. schmollii se limita a unas cuantas horas,
por lo que su oportunidad para ser visitadas y polinizadas
es restringida y de alto riesgo, debido a que presentan di-
cogamia y probablemente son autoincompatibles, lo que
podria limitar ain mas el numero de cruzas compatibles,
comprometiendo la produccion de semillas. En cambio,
algunas cactaceas que no son polinizadas el primer dia
siguen abriendo dias consecutivos, como en Mammillaria

grahamii (Bowers 2002) y las especies de Strombocactus
(Camacho-Velazquez 2020). Ademas de la falta de polini-
zacion, la longevidad floral también puede verse influen-
ciada por las condiciones ambientales. Se ha reportado
que en Ariocarpus trigonus la falta de radiacion solar (por
estar nublado) provoca una disminucion en la duracion de
la antesis por dia, ocasionando que las flores abran un dia
mas de lo usual (Martinez-Peralta & Mandujano 2012).

La dicogamia presente en las flores de T leucacanthus
ssp. schmollii es de tipo protandrica debido a que la libe-
racion del polen es previa a la receptividad del estigma.
Sin embargo, estos sucesos se sobrelapan en algin mo-
mento, por lo que la protandria es incompleta en este
taxon, segun lo propuesto por Lloyd & Webb (1986). La
presencia de protandria también se ha reportado en algu-
nas otras cactaceas, por ejemplo, en Hylocereus sp. (Pi-
mienta-Barrios & Del Castillo 2002), Pilosocereus royenii
(Rivera-Marchand & Ackerman 2006), en el género Ario-
carpus (Martinez-Peralta ef al. 2014b) y en Echinocereus
pentalophus (Reyes-Tovar 2019).

Los ejemplares analizados de T. leucacanthus ssp.
schmollii de la localidad de estudio no presentan una
separacion espacial entre el estigma y las anteras, por lo
que no son hercdgamas. Este resultado difiere de los estu-
dios realizados por Martinez-Ramos et al. (2017) y Gar-
cia-Becerril (2020) para otra poblacion (Agua de Angel,
Querétaro) de la misma subespecie, donde las flores pre-
sentan hercogamia. Los resultados opuestos, pueden reve-

lar que cada poblacion de 7. leucacanthus ssp. schmollii
presenta exigencias reproductivas particulares que se ven
reflejadas en sus atributos florales. En cuanto al sistema
de apareamiento, con base en el indice de entrecruza
propuesto por Cruden (1977), la poblacién estudiada de
T. leucacanthus ssp. schmollii es xendgama, por lo que
requiere de vectores para el transporte de polen entre las
flores de individuos genéticamente distintos.

Sistema de cruza. Los resultados obtenidos a partir de las
polinizaciones controladas confirmaron lo predicho con
el sistema de apareamiento, ya que T. leucacanthus ssp.
schmollii presenta un sistema de cruza por entrecruza es-
tricto, ya que no se formaron semillas en los tratamientos
de autopolinizacion manual y natural. Con base en la for-
macion de frutos solamente en los tratamientos control y
de entrecruza, es claro que la formacion de semillas en el
grupo control se dio por polinizacion cruzada. El sistema
de entrecruza se ha reportado en aproximadamente 83
especies de la subfamilia Cactoideae, como en Stenocac-
tus anfractuosus, Coryphantha cornifera (Fuentes-Mayo
2012), Cleistocactus baumannii 'y C. smaragdiflorus
(Gorostiague & Ortega-Baes 2016). La falta de produc-
cion de semillas en los tratamientos de autopolinizacion
en T. leucacanthus ssp. schmollii, puede indicar la presen-
cia de un sistema de incompatibilidad, que evita la for-
macion de semillas por autocruza (De Nettancourt 1997,
Eaves et al. 2014); o por los efectos de la depresion en-
dogamica, que se pueden presentar a partir del desarrollo
del embrion o a niveles posteriores como la germinacion
o la supervivencia de la plantula (Mandujano et al. 1996),
pero no fue analizado en el presente estudio. La prueba U
de Mann-Whitney sefiala que no hubo diferencias signifi-
cativas en la produccion de semillas entre los tratamientos
control y de entrecruza manual, lo que podria indicar que
no hay una limitacién de polinizadores en 7. leucacanthus
ssp. schmollii en el sitio de estudio; sin embargo, hace fal-

Tabla 2. Porcentaje de frutos y promedio = la desviacion estandar (DE) de semillas formadas por cada tratamiento de polinizacion que se

realizd en las flores de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii de la localidad La Estacion (Municipio Pefiamiller, Querétaro, México).

Tratamiento n Frutos formados Promedio de semillas forma-
das por fruto = DE

Control 30 30 (100 %) 65.76 +25.42

Entrecruza manual 29 29 (100 %) 61.52 +£45.19

Autocruza manual 24 0 (0 %) 0

Autocruza natural 15 0 (0 %) 0

Apomixis 6 0 (0 %) 0
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Figura 3. Abejas que visitan las flores de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii, tasa de visitas y carga de polen de los visitantes. A-C) Familia Ha-
lictidae. A) Lasioglossum sp. (subg. Dialictus). B) Augochlora sp. C) Agapostemon sp. D-F) Familia Apidae. D) Exomalopsis sp. E) Diadasia sp. F)
Ceratina sp. G-H) Familia Megachilidae. G) Ashmeadiella sp. H) Dianthidium sp. 1) Pseudopanurgus sp. (Andrenidae). J) Grafica del niimero de visitas
por flor por hora de cada tipo de visitante y el numero de granos de polen que llevaban en el cuerpo (escala 1:1000). Lasioglossum sp. (subgénero
Dialictus) es la mas frecuente, seguida de Pseudopanurgus sp. Las visitas de Diadasia sp. no fueron tan frecuentes, pero su carga de polen es similar a
la de Lasioglossum sp. (subgénero Dialictus).
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ta corroborarlo con un tratamiento de polen suplementa-
rio, como el realizado en otras cactaceas (Martinez-Peralta
& Mandujano 2016).

En otras especies de plantas se ha observado que una
buena carga de polen en el estigma (carga estigmatica),
puede aumentar el nimero de semillas producidas, ya que
mayor numero de granos de polen conespecifico incre-
menta la competencia entre los granos de polen y los tubos
polinicos, que se traduce en un mayor niimero de semillas
(Snow 1986, Bertin 1990, Mitchell 1997).

Al presentar T. leucacanthus ssp. schmollii un sistema
de entrecruza estricto, se promueve el intercambio gené-
tico, lo que genera un aumento en la heterocigosidad y
la adecuacion de su progenie; evitando o disminuyendo la
depresion por endogamia (Charlesworth & Charlesworth
1987, Eguiarte et al. 1992, Barrett 2014). Sin embargo,
la especie depende de vectores que transporten eficiente-

mente el polen entre flores de individuos genéticamente
diferentes, volviéndose un reto la ocurrencia de la fecun-
dacion, lo cual es determinante para su éxito reproductivo,
debido al corto tiempo de vida de sus flores y a la presen-
cia de protandria incompleta.

En otra poblacion de T. leucacanthus ssp. schmollii
Garcia-Becerril (2020) reportd un sistema de cruza mixto,
con una ligera tendencia a la autocruza, ya que el éxito
reproductivo a nivel de fruit set fue ligeramente mayor en
el tratamiento de autocruza manual que en el de entrecruza
forzada. Esa localidad, denominada Agua de Angel en Pe-
namiller, Querétaro, se encuentra aproximadamente a una
distancia de 7.84 km en linea recta de la poblacion del
presente estudio. Esta diferencia posiblemente se deba a
que la subespecie a lo largo del tiempo ha respondido de
distinta forma a las presiones selectivas de cada localidad,
manifestandose en estrategias reproductivas diferentes.

Figura 4. Morfologia e histoquimica del nectario de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii. A-B) Micromorfologia al microscopio electronico de ba-

rrido. C-D) Secciones longitudinales. E-L) Pruebas histoquimicas. A) Vista panoramica del nectario hipantial anular (coloreado en amarillo), se encuen-

tra por debajo de la insercion de los filamentos. B) Acercamiento a un nectarostoma con restos de secreciones (flecha) de néctar. C) Nectario (flechas)

por debajo de la insercion de los filamentos, con haces vasculares (cabezas de flechas) cercanos al nectario. D) Acercamiento al nectario, se observa el

parénquima nectarifero y subnectarifero, ademas de un haz vascular (cabeza de flecha). E-F) Histoquimica de Rojo “O” es positiva s6lo en los lipidos de

la cuticula (flechas). La cabeza de flecha sefiala un haz vascular. G-H) Histoquimica de lugol, fue positiva para almidon (puntos oscuros morados) en el

parénquima nectarifero y en algunas células del parénquima subnectarifero. I-J) Prueba de APS, positiva para polisacaridos insolubles en el parénquima

nectarifero (en magenta) y en algunas células del parénquima subnectarifero. K-L) Histoquimica de Azul Negro de Naftol, positiva para proteinas en el

parénquima nectarifero; las cabezas de flecha sefialan haces vasculares asociados al nectario. cs, células secretoras; e, estilo; f, filamento; n, nectario; pn,

parénquima nectarifero; ps, parénquima subnectarifero.
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En la poblacion estudiada por Garcia-Becerril (2020) al-
gunos individuos parecieran estar perdiendo el sistema de
incompatibilidad, lo que resulta en una via para asegurar
la reproduccion a través de la autofecundacion cuando las
posibilidades de entrecruzarse se agotan.

Visitantes florales. Los caracteres florales que exhibe 7.
leucacanthus ssp. schmollii son tipicos de plantas melito-
filas (Faegri & Van Der Pijl 1979, Dominguez & Pérez
2013). Sus flores presentan antesis diurna, un color rosa
brillante, forma infundibuliforme, con una superficie de
aterrizaje (el estigma), asi como polen y néctar como
recompensas. De acuerdo con la conducta y constantes
visitas, las abejas son los potenciales polinizadores de este
taxdn, pues se observa polen abundante en sus cuerpos y
estructuras colectoras (escopas, corbiculas, etc.). Ademas,
la mayoria de las veces aterrizan en el estigma, después
forrajean las anteras y se van a otras plantas de otros man-
chones, transfiriendo asi el polen entre individuos. Con
base en los rasgos evaluados, Lasioglossum sp. (subg.
Dialictus) es una de las abejas polinizadoras mas impor-
tantes en el sitio de estudio, asi como Pseudopanurgus sp.
y Diadasia sp. Sin embargo, las demds abejas no pueden
ser descartadas, pues existen muchos factores que influyen
en la polinizacion y que no se tomaron en cuenta en este
estudio, como la temporada de floracion y la cantidad de
recompensa, entre otras (Golubov et al. 2010, Ne’Eman et
al. 2010), por lo que se necesitan estudios mas especificos
que se centren en observaciones mas detalladas a lo largo
del tiempo. Las abejas son polinizadoras importantes en
varias especies de Cactoideae, como en Astrophytum as-
terias (Martinez-Avalos 2007), Echinocereus schmollii
(Vazquez-Diaz et al. 2016), Echinocereus pentalophus

nocereus pentalophus (Reyes-Tovar 2019) y Lophophora
diffusa (Briseflo-Sanchez 2016).

Recompensas florales. Las flores de T. leucacanthus ssp.
schmollii presentan una zona nectarial pequefia y abierta,
ubicada en la parte inferior del tubo floral, formando un
anillo en el hipantio, por lo que presenta un nectario de
tipo hipantial segun la clasificacion de Bernardello (2007).
De acuerdo con las pruebas histoquimicas, el nectario de
este taxon si produce néctar. La prueba de Azul Negro de
Naftol indica que las células secretoras tienen mucha ac-
tividad metabolica, detectada por la gran cantidad de pro-
teinas presente en ellas. Ademas, la presencia de almidon
en el nectario indica que tiene un tejido de reserva. Se ha
visto que la tasa de secrecion de néctar esta relacionada
con la presencia de almidon y cantidad de agua almacena-
da por la planta. Al haber un almacén de almiddn, la tasa
de secrecion es mas rapida que si se produjeran los car-
bohidratos directamente por fotosintesis (Nicolson et al.
2007). El volumen de néctar que produce T. leucacanthus
ssp. schmollii es muy poco para ser cuantificado, sin em-
bargo, al observar los nectarostomas en microscopio elec-
tronico de barrido se detectaron secreciones a través del
ostiolo y sobre la epidermis del nectario. Otras especies
de la subfamilia Cactoideae producen poco néctar, como
Melocactus andinus y M. schatzlii (5.3 pl y 4.4 ul respec-
tivamente, Nassar et al. 2007). En Lophophora diffusa
(Brisefio-Sanchez 2016) y en las especies de Strombocac-
tus (Camacho-Veldzquez et al. 2019) tampoco fue posible
cuantificar el néctar. Se ha observado que la secrecion por
nectarostomas es comun en las cacticeas (Fuentes-Pérez
2004, Almeida et al. 2013, Gudifio et al. 2015, 2018,
Camacho-Velazquez et al. 2019, Villalpando-Martinez

(Reyes-Tovar 2019), Mammillaria grahamii (Bowers
2002), Lophophora diffusa (Brisefio-Sanchez 2016), asi
como ciertas especies de los géneros Ariocarpus (Mar-
tinez-Peralta & Mandujano 2012, Martinez-Peralta 2014,
Martinez-Peralta et al. 2014a, b), Echinocactus (Jiménez-
Sierra 2008) y Ferocactus (Del Castillo 1994).

Los demaés visitantes florales de 7. leucacanthus ssp.
schmollii (hormigas del género Monomorium sp.) no se
definieron como polinizadores porque raramente visitan
flores abiertas y no tocan los verticilos sexuales. Mientras
que los escarabajos (Trichochrous sp.) se pueden conside-
rar como florivoros, pues entran al tubo floral sin tocar los
verticilos sexuales y se alimentan de los tejidos del fondo
del tubo floral o hipantio. Algunos autores han reportado
que escarabajos del género Trichochrous son polinivoros
y que buscan refugio en las flores de especies como Echi-

et al. 2020). Por otra parte, los tnicos visitantes florales
de T leucacanthus ssp. schmollii que llegan hasta la zona
del nectario son los coledpteros (Trichochrous), pues las
abejas solo forrajean las anteras para obtener polen. Esto
aunado a la gran cantidad de anteras que presenta el taxon,
indica que la principal recompensa para los polinizadores
es el polen, aunque también ofrecen néctar.

Fragmentacion del habitat por actividades antropogénicas.
La degradacion del habitat, la sobreexplotacion de recursos
y el cambio climatico son factores que amenazan la bio-
diversidad, porque alteran el equilibrio de las poblaciones
(Ramawat ez al. 2014). En la poblacion de Agua de Angel
de T. leucacanthus ssp. schmollii estudiada por Fernandez-
Muiliz (2017) se propuso que la propagacion clonal podria
asegurar la permanencia de la poblacion, debido al bajo re-
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Figura 5. Fotos panoramicas del sitio de estudio de Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii en Penamiller, Querétaro. A) Sitio deforestado en la ultima visita

registrada en agosto del 2019. B) Sitio con vegetacion abundante y mayor niimero de plantas en las primeras visitas del presente estudio, en marzo del 2018.

clutamiento por via sexual. Sin embargo, presenta una lige-
ra tendencia a decrecer, debido al saqueo y a la mortalidad
de plantas en etapa reproductiva; por lo que es importante
proteger a los individuos reproductivos para mantener a las
poblaciones como lo sugiere Ferndndez-Muiiiz (2017) para
cactus endémicos del desierto Chihuahuense. Algo similar
ocurrid en una poblacioén de Ariocarpus retusus en una lo-
calidad de Tamaulipas, México. En esa poblacion, arrasa-
ron con aproximadamente 2,000 plantas debido a que el
terreno se destiné a la construccion de una presa captadora
de agua, causando un dafio irreversible a la poblacion de
esta especie (Arroyo-Cosultchi ef al. 2014).

Las caracteristicas intrinsecas y extrinsecas que presen-
ta T. leucacanthus ssp. schmollii en la localidad de estudio,
la hacen vulnerable y en riesgo de desaparecer. Aunado a
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esto se considera un taxén microendémico de Querétaro,
por lo que es indispensable realizar un estudio demografi-
co exhaustivo para determinar su area de distribucion real,
que, junto con la informacion generada sobre su biologia
reproductiva, permitiria plantear programas concretos de
conservacion y propagacion. Asimismo, se propone reeva-
luar su estatus de conservacion en futuras revisiones de las
diferentes listas de especies amenazadas tanto nacionales
(NOM-059-SEMARNAT-2010) como internacionales
(Lista Roja de la IUCN y los Apéndices de CITES).
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