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GLOSARIO

Areola: es la caracteristica distintiva de la familia Cactaceae y sirve para
identificarla como familia separada de otras plantas suculentas semejantes. Las
areolas son yemas axilares altamente especializadas, por lo que se trata de zonas
meristematicas. Son claramente visibles y generalmente aparecen como pequefas
protuberancias de colores claros u oscuros, de donde surgen los grupos de espinas.
Célula mucilaginosa: Célula que contiene mucilagos o gomas o carbohidratos
similares, caracterizados por la propiedad de hincharse en agua.

Célula parenquimética: Tipicamente no se trata de una célula especializada,
contiene protoplasto nucleado relacionado con una o mas de las diversas
actividades fisioldgicas y bioquimicas de las plantas. Varia en tamafio, forma y
estructura de la pared.

Célula secretora: Célula viva especializada en relaciéon con la secrecién o
excrecion de una o mas sustancias, a menudo organicas

Clorénquima: Tejido parenquimatico que contiene cloroplastos; el mesoéfilo foliar y
otros parénquimas verdes.

Corola: Término colectivo para los pétalos de una flor.

Drusa: Cristal compuesto globular de oxalato de calcio, con numerosos cristales
proyectandose desde su superficie

Estambre: Organo floral que produce el poleny que estd compuesto generalmente

por la antera y el filamento. El conjunto de estambres constituye el androceo.
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Epidermis: Capa mas externa de las células del cuerpo primario de la planta. Si es
multiseriado (epidermis mdiltiple), sélo la capa mas externa se diferencia como
epidermis.

Floema: Principal tejido conductor del alimento de la planta vascular compuesto
fundamentalmente de elementos cribosos, diversos tipos de células
Parenquimaticas, fibras y esclereidas.

Haz vascular: Parte del sistema vascular parecido a un cordén compuesto de
xilema y floema.

Tejido: Grupo de células organizadas como una unidad estructural y funcional. Las
células que lo componen pueden ser parecidas (tejido simple) o diversas (tejido
complejo)

Xilema: El principal tejido conductor de agua en las plantas vasculares el cual se

caracteriza por la presencia de elementos tragueales.
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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto del periodo (diurno
y nocturno) y de tres etapas del periodo de lluvias (inicio, mitad y final) en la
estructura de la interaccion hormigas - Cylindropuntia imbricata, asi como analizar
morfolégica y anatbmicamente el desarrollo de los nectarios extraflorales (NEF) en
las tres etapas del periodo de lluvias. El sitio de estudio se encuentra en la localidad
San Juanico El Chico, municipio de San Luis Potosi, S.L.P., donde se seleccionaron
diez plantas de 1.5 m y se monitorearon la abundancia de hormigas en los tres
segmentos superiores de la misma, durante toda la temporada. Se encontré6 una
dominancia por parte de la especie de hormiga Liometopum apiculatum como
visitante de los nectarios extraflorales de C. imbricata, tanto en el dia como en la
noche, aumentando su actividad en el periodo nocturno. La abundancia total de
hormigas mostrd la misma tendencia, pero esta diferencia disminuyd en la etapa
final del periodo de lluvias, asociandose negativamente a las bajas temperaturas y
a la alta humedad relativa. Los NEF comenzaron a contraerse en sus apices a partir
de la mitad del periodo de lluvias, hasta formar pequefias estructuras lignificadas;
hacia el final del periodo de lluvias se observaron espinas modificadas en su
totalidad. Los patrones temporales de los ecosistemas son tan importantes en las
interacciones planta-hormiga que marcan los ritmos de accion en la actividad
forrajera de las hormigas, asi como en el desarrollo anatomico y morfolégico de los

nectarios extraflorales de C. imbricata.

Palabras clave: nectarios extraflorales, Cylindropuntia imbricata, espinas

modificadas.

Xvii



ABSTRACT

The aim of this research is to evaluate the effect of time (day and night) and three
stages of the rainy season (beginning, middle and end) in the structure of the
interaction ants - Cylindropuntia imbricata, as well as to analyze morphological and
anatomical development of extra-floral nectaries at different stages of the rainy
season. The study site is located in the town San Juanico El Chico, municipality of
San Luis Potosi, S.L.P. where ten plants of 1.5 m were selected and the abundance
of ants in the three upper segments of the same was monitored throughout the
season. The ant Liometopum apiculatum was the most abundant visitor of the extra-
floral nectaries from C. imbricata, both at day and night, increasing their activity in
the night time. The total abundance of ants showed the same behaviour, but
decreased at the end of the rainy season, being associated negatively to low
temperatures and high relative humidity. The extra-floral nectaries (EFN) began to
shrink in their apexes from the half of the rainfall period until form small lignified
structures; towards the end of this period the spines were entirely modified.
Temporal patterns of ecosystems are so important in the ant-plant interactions that
mark the rhythms of action in the foraging activity, as well as the anatomical and

morphological development of the C. imbricata’s EFN.

Keywords: extra-floral nectaries, Cylindropuntia imbricata, Cactaceae, modified

spines.
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1. INTRODUCCION
Las hormigas intervienen en una gran diversidad de interacciones ecoldgicas con
plantas, asi como en el enriquecimiento del suelo y el ciclo de nutrientes (Mauseth
et al., 2016). Inclusive, se considera que el flujo de energia que estas acarrean es
mayor que el de los vertebrados endotérmicos que habitan una misma area (Redoffi
et al.,, 2003).

En las interacciones con plantas, las hormigas les brindan proteccion contra
herbivoros a cambio de diferentes tipos de recursos, en su mayoria alimento en
forma de néctar (azlcares), asi como refugio y resguardo en algunas especies
(Mauseth et al., 2016). Esta interaccion se considera un mutualismo facultativo,
habiéndose observado en diferentes especies en donde suele evaluarse la oferta
de recursos y la densidad de los consumidores (Chamberlain y Holland, 2008).

Las principales familias vegetales que presentan esta interaccion con hormigas
son Fabaceae, Verbenaceae y Vochysiaceae, las cuales comparten una
caracteristica fundamental, la presencia de nectarios extraflorales (NEF) (Dattilo et
al.,, 2015). Estos nectarios son tejidos especializados que secretan una solucion
acuosa con gran variedad de compuestos, como glucosa, fructosa y sucrosa a
varias concentraciones y estan presentes en 6rganos vegetativos como en peciolos
de las hojas o estipulas de tallos jovenes (Bemardello, 2007). También pueden
contener maltosa, rafinosa, melobiosa, mucilago, acidos organicos, iones
minerales, fosfatos, vitaminas, compuestos fendlicos, oxidasas vy tirosinasas (Fahn,

1979; Nicolson y Thornburg, 2007).



Se han realizado diversas investigaciones sobre los NEF en especies de las
familias mencionadas anteriormente, pero las especies de la familia Cactaceae han
sido de las menos estudiadas a pesar de que desde principios del siglo XX se
observd que Echinocactus pringlei Rose (ahora Ferocactus pilosus) presenta
glandulas que segregan pequefias gotas de lo que parecia ser néctar; también se
observaron glandulas en Opuntia imbricata (ahora Cylindropuntia imbricata),
situadas en la base de las espinas de los segmentos mas jovenes (Lloyd, 1908).

Fue hasta la segunda mitad del siglo XX que se retomaron los estudios en este
tema para la familia Cactaceae. En Opuntia acantocarpa los NEF estan presentes
como glandulas secretoras sobre la superficie de los tallos, siendo al parecer
espinas modificadas (Pickett y Clark, 1979). En Ferocactus gracilis, los NEF se
encuentran entre la espina primaria y dos espinas secundarias mas pequefas (Blom
y Clark, 1980). En Ancistrocactus scheeri los NEF parecen ser espinas modificadas,
ya que estan formados por un meristemo en la aréola, no estan vascularizados y no
tienen tricomas o estomas (Mauseth, 1982), a diferencia de Cylindropuntia
imbricata, que cuenta con NEF vascularizados (Avila-Argaez, 2013). Esto es una
muestra de la gran variedad de tipos de NEF, cuyas caracteristicas son particulares
de cada planta, y de la escasez de informacion respecto a los mismos.

En una revision reciente, Mauseth et al. (2016) enlistan 52 especies de la familia
Cactaceae con NEF y mencionan que en la mayoria de ellas no se han hecho
estudios ecoldgicos de la interaccién hormiga — cactus, ni de la localizacién y
caracteristicas morfo-anatdmicas de los NEF. Los mismos autores mencionan la
existencia de cuatro tipos de NEF: 1) Espinas altamente modificadas que son cortas,

anchas y sin punta; 2) Nectarios que recuerdan espinas ordinarias y que no tienen
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modificaciones aparentes; 3) Hojas pequefias que se encuentran bajo una areola;
4) Regiones de la epidermis y corteza justo bajo una areola.

Una caracteristica importante por tomar en cuenta en la interaccion planta-
hormiga es el periodo de actividad (diurna y nocturna) de las hormigas, la cual puede
variar alcanzando diferentes abundancias en los periodos (Aréchiga, 2004; Dattilo
et al., 2015), e inclusive persistir en condiciones ambientales constantes como
lluvias o sequias (Aréchiga, 2004; Déttilo et al., 2015). Por ejemplo, en Prosopis
laevigata, la actividad diurna de las hormigas esta dominada por Camponotus
atriceps, en cambio, enla noche es dominada por Camponotus rubritorax (Dattilo et
al., 2015). Para Ferocactus latispinus, la abundancia de hormigas en periodo diurno
es dominada por Camponotus rubrithorax y Pseudomyrmex major y en periodo
nocturno es dominada por Camponotus atriceps, Camponotus festinatus y
Crematogaster sp. (Luna-De la Torre et al., 2016). Asi, los patrones temporales en
el ecosistema (e.g. dia y noche) pueden ser importantes para la interaccion planta
— hormiga.

Ademas, estudios previos de interacciones de hormigas con diferentes familias
de plantas sugieren que el forrajeo de las hormigas a los nectarios extraflorales esta
estrechamente ligado con la disponibilidad del néctar que pueden colectar, es decir,
del nimero de nectarios disponibles (Dattilo et al., 2015). Otra caracteristica
importante es que la calidad y cantidad del néctar producido varia en el transcurso
del dia, por lo tanto, esta caracteristica podria influir en la tasa de forrajeo diario de
las hormigas (Schupp et al., 1991; Heil et al., 2000; Falcéo et al., 2014). Por lo tanto,
la rigueza de especies de hormigas que puedan interactuar con las cactaceas se

basaria en la competencia por “monopolizar’ los nectarios. Asi, en el caso de que
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exista dominio hacia los NEF por parte de una especie de hormiga sobre otra, podria
existir una diferencia en la abundancia de hormigas en diferentes lapsos del dia, lo
cual influiria en el grado de proteccion que las hormigas puedan seguir ofreciendo
a la planta, asi como en el crecimiento y desarrollo de la planta (Luna-De la Torre
et al., 2016). Por lo tanto, se veria la importancia de los patrones temporales de los
ecosistemas en las interacciones planta-hormiga.

Cylindropuntia imbricata es una cactacea que se distribuye en el desierto
chihuahuense, tanto en México como en los Estados Unidos; en México sus frutos
son aprovechados por la poblacion rural gracias a sus atributos medicinales
(Romero-Cerecero, 2009). Esta especie posee nectarios extraflorales en los
segmentos nuevos de la planta, los cuales son visitados por las hormigas
Crematogaster opuntiae y Liometopum apiculatum en la época de sequia; especies
gue nunca co-ocurren en la misma planta, por lo menos durante el dia, lo cual es
interpretado como evidencia de competencia entre hormigas por los servicios de la
planta (Miller, 2007; Avila-Argaez, 2013). Sin embargo, se desconoce si la actividad
de las hormigas varia entre los periodos diurno y nocturno, asi como si esta
actividad varia dentro de la época de lluvias y si los NEF de C. imbricata son
visitados por las mismas especies de hormigas que durante la sequia.

Con la finalidad de profundizar en el conocimiento de la interaccién mutualista
entre hormigas y cactaceas, se hipotetiza que existen diferencias en la actividad de
las hormigas que visitan los nectarios extraflorales durante los periodos diurno y
nocturno, asi como en las diferentes etapas dentro de la época de lluvias. Los
objetivos de esta investigacion son: 1) Evaluar el efecto del horario (dia y noche) y

de tres etapas del periodo de lluvias (inicio, mitad y final) en la estructura de la
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interaccion hormigas - C. imbricata, y 2) Analizar morfolégica y anatbmicamente el

desarrollo de los nectarios extraflorales en diferentes etapas del periodo de lluvias.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Sitio de estudio
El estudio se llevo a cabo en una poblacién de Cylindropuntia imbricata, ubicada en
la localidad de San Juanico El Chico, municipio de San Luis Potosi, S.L.P. Las
coordenadas geograficas son de 100° 50’ 48.3” longitud oeste, 22° 14’ 07.5” latitud
norte, a una altitud de 1871 msnm. La vegetacion del area de estudio es matorral

xerd6filo secundario.

2.2 Descripciony distribucion de la especie de estudio
Cylindropuntia imbricata, perteneciente a la familia Cactaceae, cuenta con una
amplia distribucion geogréfica desde el centro y noreste de México, hasta el oeste
de los Estados Unidos (Anderson, 2001). Su altura es de hasta 2.5 m, con tallos de
6 a 10 cm de didmetro; ramificacion abierta con segmentos largos y cilindricos,
aréolas ovadas de 5 a 7 mm de largo, espinas blanco pardusco de 2.5 cm de largo
(Miller, 2007). Los nectarios extraflorales de esta especie se encuentran en
estructuras vegetativas jovenes y reproductivas (Miller, 2007).

Liometopum apiculatum, se distribuye en cuatro estados de los Estados
Unidos de América (Arizona, Colorado, Texas y Nuevo México) y en 19 estados del
norte y centro de México: principalmente en Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leodn,

Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo, Estado de Meéxico, Distrito
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Federal y Tlaxcala; esta especie posee cabeza proporcionalmente grande, con
borde céncavo posterior, mandibula dentada, mesosoma convexo, formando un
arco ininterrumpido (Ramos-Elorduy et al., 1988; Mackay y Mackay, 2002; Guzman-
Mendoza et al., 2014).

Crematogaster opuntiae se distribuye de norte a sur del desierto sonorense;
asicomo en los estados de Chihuahua, Coahuila, San Luis Potosi e Hidalgo (Buren,
1974). Cuenta con una longitud de 3.5 a 4.5 mm, cabeza mas ancha que larga, con
lados convexos y esquinas muy redondeadas en las partes traseras, torax aplastado
por encima como es habitual en este grupo de especies, y con el declive mesonotal

corto, pobremente diferenciado, o esta ausente (Buren, 1974).

Figura 1. Cylindropuntia imbricata en el sitio de estudio (a), Liometopum apiculatum

visitando nectarios (b), accion defensiva contra herbivoros (c).



2.3 Disefo experimental
Se seleccionaron diez individuos de Cylindropuntia imbricata, con una altura mayor

de 1.5 m de altura, distribuidos uniformemente en el sitio de estudio.

2.3.1 ldentificacion de las hormigas en asociacién con los NEF

Con el fin de corroborar las especies de hormigas asociadas a los NEF de C.
imbricata, se realizaron capturas de hormigas una semana previa a los monitoreos.
Este trabajo se realiz6 cada cuatro semanas durante un periodo de 35 semanas.
Para la captura de hormigas se us6 un aspirador bucal (Figura 2), posteriormente
las hormigas se colocaron en tubos Falcon (14 ml) con etanol al 70%, para su
conservacion e identificacion.

Las capturas se llevaron a cabo en 10 plantas en horarios de 9 pma 3 amy
de 6 am a 10 am, cada 2 horas respectivamente; por un periodo de 2 min por cada
planta. Para determinar la subfamilia a las que pertenecen, se utilizé la guia de
Mackay y Mackay (1989), el libro de Triplehorny Johnson (2005) y la base de datos

de AntWeb (Ward et al., 2002).

Figura 2. Imagen de aspirador bucal usado para la colecta de hormigas.



2.3.2 Evaluacion del efecto del periodo del dia (dia y noche) y de las etapas del
periodo de lluvias en la estructura de la interaccion hormigas - C. imbricata.
Los monitoreos de visitas por parte de las hormigas a los nectarios extraflorales se
realizaron en el mismo sitio, utiizando 10 plantas previamente etiquetadas. Se
seleccionaron tres de los segmentos superiores, ya que es en estos en donde se
encuentran los nectarios activos y las hormigas se concentran. Se dedicaron dos
minutos de observacién para cada segmento, en intervalos de dos horas, durante
24 horas, cubriendo los periodos diurno y nocturno.

El periodo de estudio abarc6é desde el mes de Julio al mes de Diciembre de
2015, abarcando la temporada completa de lluvias, y se organiz0 en tres etapas:
inicio de lluvias (17 de junio — 21 de agosto), a la mitad de las lluvias (28 de agosto
— 9 de octubre) y al final de las lluvias (17 de octubre — 27 de noviembre), con la
finalidad de poder observar los posibles cambios durante la temporada. Por otro
lado, se realiz6 un conteo de los nectarios extraflorales de los tres segmentos
superiores. Con base en la informacién anterior, se construyeron curvas de actividad

de las hormigas, para ilustrar la frecuencia de visitas en el periodo de estudio.

2.3.3 Analisis morfo-anatomico de los nectarios extraflorales en diferentes etapas
del periodo de lluvias.

Se extrajeron nectarios extraflorales de C. imbricata en cada etapa de la temporada
de lluvias (como se sefald anteriormente), para lo cual se utiliz6 un
microsacabocados (Trephor) y se usé silicon sin compuestos fendlicos para cubrir
el espacio dejado por el nectario retirado, con el fin de evitar contaminacion por

hongos y bacterias. Los nectarios obtenidos fueron depositados en tubos Eppendorf

8



de 2 ml con glutaraldehido al 3%, conservandose en frio (3 — 4°C) para ser
transportados al Laboratorio de Anatomia del IIZD-UASLP para su posterior
tratamiento.

Los NEF se procesaron con la microtecnia convencional (Ruzin, 1999) con
una serie etandlica (30-100%) para deshidratar los tejidos y posteriormente una
serie de (glicolmetacrilato (Technovit 7200) 30-100% para infiltrarlos y
posteriormente incluirlos. Se realizaron cortes longitudinales y transversales de los
mismos usando un microtomo rotatorio (Leica RM 2125RT), los cuales fueron
tefiidos con azul de toluidina y posteriormente observados y fotografiados con un
lente Leica DMC 2900, usando un microscopio compuesto. En el Apéndice 1 de la
seccion de Anexos se describen de manera detallada los tratamientos aplicados a
los NEF.

Para el analisis de la morfologia de los NEF, se colectaron tres nectarios de
cada planta por cada etapa de la temporada de lluvias, los cuales se conservaron
en tubos Eppendorf de 2 ml con glutaraldehido al 3%, para ser trasportados al
mismo laboratorio y ser sometidos a una serie etandlica (30-100%) y finalmente ser
observados en el microscopio electronico de barrido Quanta 200.Para poder medir
las dimensiones de los nectarios extraflorales (didmetro menor- mayor, area,
perimetro, etc.) se usé el programa ImageJ, junto con las micrografias tomadas con
el Quanta 200.

Finalmente, con el fin de evaluar si el néctar presente en los nectarios
extraflorales contiene mucilago, se le aplicd una tincion “brilliant cresyl blue” a una
muestra de néctar dentro de un tubo ependorf de 5 ml. Asi, si la muestra es mucilago

se debe teiir de color azul.



2.3.4 Mediciones de factores ambientales

Se instalaron diez sensores HOBO de temperatura ambiental y humedad relativa
del aire en el sitio de estudio, uno por planta, tomando lecturas de cada hora por 24
horas. Los sensores registraron lecturas diariamente durante todo el periodo

experimental.

2.4 Andlisis estadisticos

Se realizé un andlisis de varianza de medidas repetidas en las que el factor fue el
periodo de la temporada de lluvias (tres periodos: inicio, mitad y final) y la variable
de respuesta fue la abundancia relativa de hormigas totales en las plantas. Ademas,
para cada especie se realiz6 un andlisis de varianza de medidas repetidas en donde
la variable de respuesta fue la abundancia relativa de hormigas. Dicha abundancia
relativa se obtuvo calculando la cantidad de registros totales diarios entre el nUmero
de nectarios activos. No se tomé en cuenta el factor dia/noche, ya que no se
encontraron hormigas durante el periodo diurno. Asi, la abundancia de hormigas
analizada fue la encontrada en el periodo nocturno solamente.

También se realizé un analisis de varianza de medidas repetidas para evaluar
el diametro mayor de los nectarios extraflorales de C. imbricata, durante la
temporada de lluvias; donde el factor fue el periodo de la temporada.

Con el fin de evaluar el efecto de las variables ambientales en la abundancia
de hormigas durante la temporada de lluvias, se realizaron andlisis de regresién
lineal entre la humedad relativa y la abundancia, tanto del total de hormigas por
planta y por nectario, asi como para cada una de las especies (L. apiculatum y C.

opuntiae). Tambien se realizaron analisis de regresion entre la temperatura
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promedio y la abundancia, tanto del total de hormigas, como por nectario, de cada
una de las especies de hormiga. Todos los analisis se realizaron con el programa

XLSTAT- Base.

3. RESULTADOS
3.1 Identificacion de las hormigas en asociacion con los NEF.
Se confirmaron dos especies de hormigas que mantienen una asociacion mutualista
con Cylindropuntia imbricata: Liometopum apiculatum (Dolichoderinae) vy
Crematogaster opuntiae (Myrmicinae). Las dos especies se encontraron en las diez

plantas monitoreadas, asi como en diferentes periodos del dia.

3.2 Efecto del periodo (dia y noche) y de las etapas del periodo de lluvias en la
estructura de la interaccion hormigas - C. imbricata.

Unicamente se obtuvieron datos de abundancia relativa de hormigas totales
(sumando los individuos de ambas especies) por nectario extrafloral de C. imbricata
en el periodo nocturno, debido a que no se encontraron hormigas en el dia. No se
observaron diferencias entre el inicio (1.362 + 0.11 E.E. hormigas por nectario
extrafloral) y la mitad del periodo de lluvias (1.281 * 0.10), pero si entre éstos y el
final de la temporada (0.252 + 0.04) (F = 11.056, p<0.0001; Figura 3).

Al realizar el ANOVA de medidas repetidas comparando la abundancia
relativa de las dos especies, se encontrd que al inicio de la estacién de lluvias hubo
mayor abundancia relativa para L. apiculatum (0.987 £ 0.11 hormigas por nectario
extrafloral) que para C. opuntiae (0.375 £ 0.01) (F = 24.477, p<0.0001). A la mitad

de la estacion de lluvias hubo un comportamiento similar, mayor abundancia relativa
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para L. apiculatum (0.896 £+ 0.10 individuos por nectario extrafloral) que para C.
opuntiae (0.385 £ 0.01) (F = 19.926, p<0.0001). Al final de la estacion de lluvias,
también se encontré6 mayor abundancia relativa para L. apiculatum (0.214 + 0.03
individuos por nectario extrafloral) que para C. opuntiae (0.038 £ 0.001) (F = 20.526,

p<0.0001; Figura 4).

1.8
1.6 —4&— Nocturno
1.4

1.2

Mitad

Abundanciarelativade hormigas por
nectario

N . . . . . . . .
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Figura 3. Abundancia relativa de hormigas forrajeras totales por nectario extrafloral
de C. imbricata, con respecto al tiempo (semanas) en el que se realizaron los
monitoreos durante la temporada de lluvias. Las barras verticales indican el error
estandar y las lineas punteadas delimitan el periodo de la temporada. Letras

diferentes indican diferencias entre periodos (F =11.056, P < 0.0001).
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Figura 4. Abundancia relativa de especies de hormiga por nectario extrafloral de C.
imbricata, con respecto al tiempo (semanas) en el que se realizaron los monitoreos
durante la temporada de lluvias. Las barras verticales indican el error estandar y las
lineas punteadas delimitan el periodo de la temporada. Letras diferentes dentro de

cada periodo indican diferencias entre especies.

3.3 Efecto de la humedad relativa en la frecuencia de visitas de hormigas.

Se encontré una asociacion negativa entre la humedad relativa y la abundancia total
de hormigas por nectario durante la temporada de lluvias (P < 0.0001, Figura 5).
Aunque la humedad sigue sin bajar del 60%, a mayor humedad en el ambiente, la
abundancia de visitas de hormigas por nectario fue menor; la proporcién explicada

por la regresion es similarmente alta (r?= 0.7168). A nivel de especie, L. apiculatum

presenté una asociacion negativa durante la temporada de lluvias (P < 0.0001, r2 =
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0.6654, Figura 6), al igual que C. opuntiae, aunque con una menor proporcién

explicada de la regresion (P < 0.0001, r2 = 0.4488, Figura 7).

Abundancia de hormigas por nectario
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Figura 5. Relacién entre la humedad relativa de las plantas de C. imbricata y la

abundancia total de hormigas por nectario durante la temporada de lluvias (P <

0.0001). Cada punto representa el promedio semanal de hormigas.
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Figura 6. Relaciéon entre la humedad relativa de las plantas de Cylindropuntia
imbricata y la abundancia de L. apiculatum por nectario durante la temporada de

lluvias (P < 0.0001). Cada punto representa el promedio semanal de hormigas.
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Figura 7. Relaciéon entre la humedad relativa de las plantas de Cylindropuntia
imbricata y la abundancia de C. opuntiae por nectario durante la temporada de

lluvias (P < 0.0001).
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3.4 Efecto de la temperatura ambiental promedio en la abundancia de hormigas

Se encontrd una asociacion positiva de la abundancia total de hormigas por nectario
con la temperatura (P = 0.001, r2 =0.4906), es decir que al aumentar la temperatura
aumenta la frecuencia de visitas de hormigas por nectario (Figura 8). Se encontraron
resultados semiliares para cada especie: L. apiculatum (P = 0.001, r2 = 0.4668,

Figura 9) y C. opuntiae (P = 0.018, r2 =0.2868, Figura 10).
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Figura 8. Relacién entre la temperatura ambiental y la abundancia total de hormigas

por nectario extrafloral de C. imbricata (P = 0.001, r2 = 0.4906).
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Figura 9. Relacion entre la temperatura ambiental y la abundancia total de L.
apiculatum por nectario extrafloral de C. imbricata (P = 0.001, r2 = 0.4668).
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Figura 10. Relacion entre la temperatura ambiental y la abundancia total de C.

opuntiae por nectario extrafloral de C. imbricata (P = 0.018, r2 = 0.2868).
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3.5 Andlisis morfo-anatomico de los nectarios extraflorales

Los NEF presentaron células pequefias, isodiamétricas, con paredes delgadas y
orientacion anticlinal, pertenecientes a la epidermis del nectario (Ep). Se
presentaron células en la zona superior de colénquima (Cl).

También se identificaron células mas grandes, con pared celular delgada,
que forman parte del parénquima del nectario (Pr). Se encontraron camaras de
néctar (Cn) de forma redondeada, de gran tamafio, con pared delgada y bien
definida, también se presentaron sustancias ergasticas como “drusas” o cristales de
oxalato de calcio (Ds), de forma poliédrica estrellada (Figuras 11 y 12). Entre las
camaras de néctar, se observaron los haces vasculares (Hv) distinguidos por sus
células aglomeradas (floema y xilema).

Finalmente, se encontré que el néctar presente en los nectarios extraflorales
contiene mucilago, debido a que al aplicarsele una tincion “brilliant cresyl blue” se

tifid de color azul (Figura 13).
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Figura 11. Epidermis del nectario (Ep), Camaras de néctar (Cn), Parénquima (Pr),
Drusas (Cl) y Haces vasculares (Hv) en un corte transversal del nectario extrafloral

de C. imbricata.
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Figura 12. Epidermis del nectario (Ep), Camaras de néctar (Cn), Parénquima (Pr),

20

Coléngquima (Cl) y Haces vasculares (Hv) en otro corte transversal del nectario
imbricata.

extrafloral de C.



Figura 13. Imagen del néctar presente en los nectarios extraflorales, conteniendo

mucilago.

Conforme a las micrografias de los nectarios extraflorales de Cylindropuntia
imbricata (Figura 14 A), durante el inicio de la temporada de lluvias se observaron
células epidérmicas turgentes no lignificadas, en la superficie del apice del nectario
extrafloral (Figura 14 B).

A mediados de la temporada de lluvias, las células epidérmicas empiezan a
contraerse por el proceso de lignificacion (Figura 14 C). Al final de la temporada de
lluvias; los nectarios se mostraron con células epidérmicas contraidas en la parte
superior, sin fusionar. Se observaron rastros de ceras, asi como lignificacion en la
parte superior (Figura 14 D).

Al final de la temporada de lluvias, se observaron pequefias estructuras, con

forma cilindrica, con fibras lignificadas, posiblemente espinas modificadas (Figura

21



14 E). Se observaron también cristales de oxalato de calcio (drusas) entre las fibras
de las espinas modificadas (Figura 14 F).

Al enfocarnos a las espinas modificadas mediante un corte longitudinal se
contempla otra espina con proyecciones de las células epidémicas en forma de
pequefas placas lignificadas (Figuras 15 A — B), al igual que se observa claramente
coOmo es que esta estructura proviene del nectario extrafloral (Figura 15 C). De
manera similar que en la estructura exterior, la interior contaba con cristales de
oxalato de calcio (drusas) (Figura 15 D).

Al realizar el andlisis estadistico, se encontré que el didmetro mayor de los
nectarios extraflorales fue similar entre los periodos inicio (271.03 um % 20.06 E.E.)
y mitad (266.13 + 21.50), pero fue diferente entre éstos y el final de la temporada de

lluvias (175.34 +18.53) (F =7.781, P = 0.002; ver Tabla 2 en Anexo 2).
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Figura 14. Micrografias del desarrollo de los nectarios extraflorales de C.

imbricata en diferentes etapas de la temporada de lluvias.
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Figura 15. Micrografias del corte longitudinal de las espinas modificadas de los

nectarios extraflorales de C. imbricata al final de la temporada de lluvias.

24



4. DISCUSION

La abundancia de hormigas fue mayor durante el periodo nocturno durante toda la
temporada de lluvias, por lo cual se cumple la hipétesis de que existen diferencias
en la actividad de las hormigas que visitan los nectarios extraflorales durante los
periodos diurno y nocturno. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Déttilo et al. (2015) quienes encontraron la misma conducta al monitorear los NEF
de Prosopis laevigata, asi como por Luna-De la Torre et al. (2016) quienes
encontraron mayor abundancia de hormigas de noche que de dia en los NEF de
Ferocactus latispinus. Una menor actividad diurna de hormigas, podria indicar una
estrategia para evitar la alta radiacion solar (Luna-De la Torre et al.,, 2016). Sin
embargo, este comportamiento también podria deberse a que las temperaturas
nocturnas no son tan elevadas como en el dia, o bien, a que en cactaceas existe
mayor presion hidrostatica durante el periodo nocturno que en el diurno (Littge y
Nobel, 1984), lo cual ayudaria a que los NEF produzcan mas néctar de noche y
ofrezcan asi mayor alimento a las hormigas.

La hipotesis de que existen diferencias en la actividad de las hormigas en las
diferentes etapas dentro de la época de lluvias no se cumplio, pues la especie de
hormiga L. apiculatum siempre mostré6 mayor abundancia que C. opuntiae. Esta
dominancia estuvo presente durante los tres periodos de la temporada, resultado
similar al encontrado por Avila-Argaez (2013) para la misma especie de estudio pero
en época de sequia. Este resultado podria deberse a competencia interespecifica
por recursos nutrimentales. En cambio, para F. latispinus, otra especie de la familia

Cactaceae, se encontraron dos especies diurnas (Camponotus rubrithorax y
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Pseudomyrmex major) y tres nocturnas (Camponotus atriceps, C. festinatus y
Crematogaster sp.) visitando sus NEF (Luna-De la Torre etal., 2016).

Cabe mencionar que la actividad de los NEF de C. imbricata esta restringida
a los articulos o tallos jovenes, ya que la secrecion de néctar se suspende cuando
los articulos son mayores (Miller, 2007), situacion que también ocurre en Opuntia
spp. (Oliveira et al., 1999; Ness, 2006). Asi, debido a que las ramas jovenes son
producidas durante todo el afio (Avila-Argaez, 2013) y son mas susceptibles a ser
atacadas por herbivoros (Dattilo et al., 2015), es probable que C. imbricata optimice
la secrecidn de néctar con el fin de asignar defensas para maximizar su adecuacion
individual.

La presencia de floema y xilema (vascularizacion) en los NEF de C. imbricata
indica que éstos dependen de la disponibilidad de agua para estar activos (Avila-
Argaez, 2013). Sin embargo, es probable que durante los dias lluviosos las
hormigas disminuyan su actividad, ya que en esta investigacion se encontré que a
mayor humedad relativa del aire menor abundancia de hormigas que visitan los
NEF. En cambio, la asociacion con la temperatura ambiental fue positiva, es decir
que al aumentar la temperatura aumenta la frecuencia de visitas de hormigas. Este
comportamiento puede deberse a que la secrecion de néctar disminuye a bajas
temperaturas (Petanidou y Smets, 1996), o bien, a que el frio adormece a las
hormigas, ya que cuando las temperaturas disminuyen las hormigas obreras busca
refugio dentro del nido y reanudan sus funciones cuando la temperatura aumenta
(Novoa et al.,, 2005). Un resultado similar se encontrd6 para Opuntia stricta en la

costa de Veracruz, México (Oliveira et al., 1999). Asi, los patrones temporales en el
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ecosistema (e.g. descenso de las temperaturas) son de gran relevancia para la
interaccion planta — hormiga.

Otro resultado interesante es que C. opuntiae y L. apiculatum nunca co-
ocurren en el mismo nectario aunque si en la misma planta, lo cual se puede
interpretar como evidencia de competencia entre las hormigas por los servicios que
le proporciona la planta (Bruna et al., 2004; Ness, 2006; Miller, 2007).

Al parecer, este es el primer estudio en el que se documenta el desarrollo
morfolégico de los NEF de cactus. Al inicio de la temporada de lluvias, los NEF de
Cylindropuntia imbricata mostraron células epidérmicas hidratadas en la superficie
del apice del nectario extrafloral, pero a mediados de la temporada de lluvias las
células epidérmicas empezaron a lignificarse. Al final de la temporada de lluvias, los
NEF presentaron células epidérmicas lignificadas en la parte superior,
deshidratadas y sin fusionar. Ademas, se observaron NEF de forma cilindrica, con
fibras lignificadas, las cuales se consideran espinas modificadas. Estos resultados
sugieren que los NEF de C. imbricata pasan por un proceso de desarrollo, al finalizar
la temporada de lluvias los NEF se lignifican y forman espinas. Sin embargo, aunque
durante la sequia también se producen articulos nuevos (Avila-Argaez, 2013), se
desconoce si los NEF en esta época se lignifican.

Ganong (1894) observd glandulas en varias especies de opuntioides,
describiéndolas como "células no lignificadas y de rico contenido”, por lo que
probablemente las observd en etapas iniciales de su desarrollo cuando aun no se
habian lignificado. EI mismo autor reporté que tales glandulas segregan miel a la
superficie, refiriéendose a éstas como estructuras soélidas, siendo hombradas como

"espinas nectariales”. Este es el tipo de NEF que actualmente se sugiere como
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“espinas altamente modificadas que son cortas, anchas y sin punta” (Mauseth et al.,
2016).

A mayor didmetro y area de los NEF incrementd el nimero de hormigas
forrajeras. Es probable que a mayor diametro y area del NEF las hormigas tengan
mayor facilidad para colectar el néctar porque al final de la temporada de lluvias el
nimero de hormigas fue casi cero. El hecho de que las dimensiones del NEF se
vieran disminuidas con el paso del tiempo, indica que estos nectarios se atrofiaron
al finalizar la temporada de lluvias. Asi, los patrones temporales en el ecosistema
(e.g. dismunicién de las lluvias y descenso de las temperaturas) pueden ser

importantes para la interaccion planta — hormiga.

5. CONCLUSIONES

Existe una dominancia por parte de L. apiculatum como visitante de los nectarios
extraflorales de C. imbricata, mostrando actividad en el periodo nocturno. Durante
el dia no se observaron hormigas en los NEF. La abundancia relativa de hormigas
forrajeras en los NEF no cambié significativamente entre el inicio y la mitad de la
temporada de lluvias, pero si hubo disminucion al final. El desarrollo de los NEF
dentro de la temporada de lluvias fue gradual, lignificandose al final para dar como
resultado espinas modificadas, coincidiendo este fendmeno con la disminucién de
abundancia relativa de hormigas.

Tal disminucién también se asocidé negativamente con las bajas temperaturas y la
alta humedad relativa. Asi, los patrones temporales de los ecosistemas son tan
importantes en las interacciones planta-hormiga que marcan los ritmos de accion

en la actividad forrajera, asi como en el desarrollo anatdmico y morfolégico de los
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nectarios extraflorales de C. imbricata. Este estudio es el primero en evaluar el
desarrollo de los NEF de una especie de cactus y en el que se comprueba que los

nectarios extraflorales de C. imbricata se convierten en espinas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Tratamiento posterior a la extraccion

Los NEF se procesaron de acuerdo a Ruzin (1999), como se describe a
continuacion:

Fijacion del tejido
a. Glutaraldehido al 3%, por un periodo de 48 horas en refrigeracion a 4°C.

b. Se realizaron 3 lavados con buffer de fosfato a pH 7.4 con intervalos de 30
minutos, para eliminar el glutaraldehido.

Deshidratacion del tejido

Se realiz6é una serie etanodlica con intervalos de 24 horas con concentraciones
de 50, 70y 90%, y finalmente en alcohol absoluto.

Nota: la muestra se puede dejar en esta solucion por tiempo indefinido hasta el
momento de su inclusién en resina.

Inclusién del tejido en resina

Los NEF fueron incluidas en resina epéxica (Techonovt H7100). El tejido
queda incluido en un medio sélido, listo para los cortes con el microtomo. La técnica
se divide en tres pasos, pre infiltracion, infiltracion y polimerizacion de las muestras,
como se describe a continuacion:

Pre-infiltracion
Se realizd una serie graduada de etanol y resina de la siguiente manera:

a. Solucion de etanol al 70% y 30% de resina epoxi (Techonovit), se le agreg6
a los NEF y se dejaron en vacio por un periodo de 24 horas y se decanto la
solucion.

b. En solucion de etanol al 50% y 50% de resina epoxi (Techonovit) por 24 horas
en vacio.

c. Ensolucién de etanol al 30% y 70% de resina epoxi (Techonovit) por 24 horas
en vacio.
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d. En solucion de 7100 Technovit al 100% por 12 horas en vacio. 32 Infiltracion

Se preparo la resina con un endurecedor en la cual se agregaron 100 mL de
7100 Technovit, que contenia el catalizador XCL y se agregd el endurecedor |,
después se agrego el endurecedor Il el cual acelera el endurecimiento debido a que
contiene un derivado de &cido barbitlrico. Dichos compuestos fueron mezclados
por un minuto. Después de la infiltracion, los nectarios extraflorales fueron
colocados en capsulas transparentes y se cubrieron las muestras con la solucion de
infiltracion.

Polimerizaciéon

Las capsulas con los NEF infiltrados se dejaron reposar por 24 horas en vacio
a temperatura ambiente, con el fin de asegurarse la infiltracién de la solucién y el
endurecimiento de las muestras. Transcurrido el tiempo los NEF estuvieron listos
para su orientacion.

Orientacion y corte de las muestras

Las capsulas con los NEF incluidos ya endurecidas fueron pegadas a
pequefios cubos de madera de 3 cm de largo por 1 cm de ancho, de tal manera que
guedaron perpendiculares hacia la navaja de tugsteno del microtomo Leica RM
2125RT con el que se realizaron los cortes seriados. Los cortes se tifieron con
tincion azul de toluidina en solucion acuosa al 0.06%. El analisis de los cortes se
realiz6 en un microscopio Optico Leica DM 2000.
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Anexo 2. Andlisis estadisticos

Tabla 1. ANOVA de medidas repetidas de la abundancia relativa de hormigas
forrajeras totales por nectario extrafloral de C. imbricata a lo largo de la temporada

Yy por
Medias
Categoria LS Grupos

14/08/2016 1.768 A

11/09/2016 1.653 A

17/07/2016 1591 A

02/10/2016 1514 A

24/07/2016 1399 A B

25/09/2016 1.253 A B C

07/08/2016 1.230 A B C

04/09/2016 1.182 A B C D

21/08/2016 1.146 A B C D

09/10/2016 1.132 A B C D

28/08/2016 1.092 A B C D

31/07/2016 1.037 A B C D

18/09/2016 0.995 A B C D

16/10/2016  0.824 A B C D

23/10/2016  0.285 B C D

30/10/2016 0.172 C D

13/11/2016 0.116 C D

27/11/2016  0.060 D

20/11/2016 0.052 D
Pruebas de los effectos intrasujetos:

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F Pr>F

Repeticidn 18 57.629 3.202 11.056 < 0.0001
Error 162 46.911 0.290

Repetition /Bonferroni / Analysis of the differences between the categories with a confidence interval of 95%:

Contrast Difference Standardized difference  Critical value Pr> Diff Significant
Iniciovs Final 1.110 9.180 2.417 <0.0001 Yes
Iniciovs Mitad 0.080 0.528 2.417 0.598 No
Mitad vs Final 1.030 9.133 2.417 < 0.0001 Yes
Modified significance level: 0.017

Category LS means  Groups

Inicio 1.362 A
Mitad 1.281 A
Final 0.252 B
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Tabla 2. ANOVA de medidas repetidas de la abundancia relativa de las especies de
hormigas por nectario extrafloral de C. imbricata.

Test for within subject effects:

Source DF Sum of squares Mean squares F Pr>F
<
Especies 1 19.526 19.526 94.932 0.0001
Error 359 73.841 0.206

Especies/Bonferroni/ Analysis of the differences between the categories with a confidence
interval of 95%:

Standardized Critical Pr>
Contrast Difference difference value Diff  Significant

Especies-L_apiculatumvs Especies- <
C_opuntiae 0.453 7.323 1.966 0.0001 Yes
Modified significance level: 0.05

Category LS means Groups
Especies-L_apiculatum 0.714 A
Especies-C_opuntiae 0.260 B

Tabla 3. ANOVA de medidas repetidas del diametro mayor de los nectarios
extraflorales en los diferentes periodos de la temporada de lluvias.

Test for within subject effects:

Mean Adj. Pr>F Adj. Pr>F
Source DF Sum of squares squares F Pr>F G-G H-F
Periodo 2 52268.095 26134.047 7.781 0.002 0.003 0.002
Error 16 53739.473 3358.717

Repetition /Bonferroni/ Analysis of the differences between the categories with a confidence
interval of 95%:

Contrast Difference  Standardized difference  Critical value Pr> Diff Significant
Mitad vs Final 95.687 3.370 2.574 0.003 Yes
Mitad vs Inicio 4.897 0.166 2.574 0.869 No
Iniciovs Final 90.790 3.323 2.574 0.003 Yes
Modified significance level: 0.017

Category LSmeans Groups
Mitad 271.030 A
Inicio 266.133 A
Final 175.344 B
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Tabla 4. Correlaciones de las variables ambientales.

valores-p:

Variables HR% AR Minor PreciP Hormigas Area Perim. Major
HR% 0 0.082 0.160 0.000 0.000 0.023 0.005 0.001
AR 0.082 0 0.009 0.077 0.085 0.334 0.584 0.014
Minor 0.160 0.009 0 0.212 0.095 < 0.0001 0.000 0.014
PreciP < 0.0001 0.077 0.212 0 0.001 0.033 0.018 0.001
Hormigas < 0.0001 0.085 0.095 0.001 0 0.007 0.002 0.000
Area 0.023 0.334 < 0.0001 0.033 0.007 0 < 0.0001 < 0.0001
Perim. 0.005 0.584 0.000 0.018 0.002 < 0.0001 0 < 0.0001
Major 0.001 0.014 0.014 0.001 0.000 < 0.0001 < 0.0001 0
Los valores en negrita son diferentes de 0 con un nivel de significacion alfa=0.05

Coeficientes de determinacion (R?):

Variables TotalHor HorNoche Nochel api L api C op NocheC_op Temp_°C HorDia Dial_api DiaC_op HR_%
TotalHor 1 1.000 0.926  0.925 0.632 0.621 0491 0.396 0.333 0.097 0.717
HorNoche 1.000 1 0.924 0.923 0.634 0.625 0.488 0.376 0.329 0.088 0.720
Nochel_api 0.926 0.924 1 1.000 0.360 0.350 0.477  0.397 0.373 0.084 0.671
L_api 0.925 0.923 1.000 1 0.358 0.349 0.467  0.400 0.389 0.080 0.665
C op 0.632 0.634 0.360 0.358 1 0.996 0.287 0.192 0.095 0.082 0.449
NocheC op 0.621 0.625 0.350 0.349 0.996 1 0.261 0.157 0.103 0.052 0.442
Temp_°C 0.491 0.488 0.477 0.467 0.287 0.261 1 0.248 0.006 0.278 0.318
HorDia 0.396 0.376 0.397  0.400 0.192 0.157 0.248 1 0.277 0.613 0.195
DialL_api 0.333 0.329 0.373 0.389 0.095 0.103 0.006 0.277 1 0.014 0.124
DiaC_op 0.097 0.088 0.084  0.080 0.082 0.052 0.278  0.613 0.014 1 0.067
HR_ % 0.717 0.720 0.671 0.665 0.449 0.442 0.318 0.195 0.124 0.067 1
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