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GLOSARIO

Anticlinal: Generalmente se refiere a la orientacion de la pared celular o del plano
de la division celular; perpendicular a la superficie mas proxima.

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
pequefias 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 parenquimatica: Tipicamente no se trata de una célula especializada;
contiene protoplasto nucleado relacionado con una o méas de las diversas
actividades fisiologicas y bioquimicas de las plantas. Varia en tamafio, forma y
estructura de la pared.

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

Clorénquima: Tejido parenquimatico que contiene cloroplastos; el mesdfilo 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 polen y que estd compuesto
generalmente por la antera y el filamento. El conjunto de estambres constituye
el androceo.

Epidermis: Capa mas externa de las células del cuerpo primario de la planta. Si
es multiseriado (epidermis multiple), 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.
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Isodiamétrico: De forma regular, con todos los didmetros igualmente largos.

Nectario: Estructura glandular multicelular que secreta liquido que contiene
sustancias orgénicas, inclusive azucar. Aparece en flores (nectario floral) y en
partes vegetativas de la planta (nectario extrafloral).

Parénquima: Tejido compuesto de células parenquimaticas.
Receptaculo: La parte del pedunculo floral que lleva los érganos florales.

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)

Vacuola: Cavidad dentro del citoplasma llena de un fluido acuoso, el jugo celular,
y limitada por una unidad de membrana, el tonoplasto. Vinculada a la
incorporacion de agua durante la germinacion, el crecimiento y la mantencion de
agua en la célula. También contiene enzimas hidroliticas y tiene funcion litica.

Xilema: El principal tejido conductor de agua en las plantas vasculares el cual se
caracteriza por la presencia de elementos traqueales

X



RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo estudiar la anatomia de los
nectarios extraflorales (NEF) de la Cactaceae Cylindropuntia imbricata, asi como
evaluar la influencia de la disponibilidad de agua y de la temperatura en la
abundancia de hormigas visitantes de sus NEF. El sitio de estudio se encuentra en
la localidad San Juanico el Chico, municipio de San Luis Potosi, S.L.P. Se
encontré que los NEF de C. imbricata son vascularizados, es decir, que presentan
floema y xilema. Liometopum apiculatum, Crematogaster opuntiae vy
Pseudomyrmex pallidus fueron las especies de hormigas asociadas con los NEF
de C. imbricata, siendo Liometopum apiculatum la especie mas abundante. La
disponibilidad del agua y la temperatura fueron variables importantes como
reguladores de la interaccion entre los NEF de C. imbricata y las hormigas. El
riego aumentd la abundancia de hormigas visitantes, en particular la de L.
apiculatum. Asi mismo, la temperatura minima ambiental afecté de manera
marginal, disminuyendo la abundancia de hormigas visitantes de los NEF de C.

imbricata.

Palabras clave: nectarios extraflorales, Cylindropuntia imbricata, Cactaceae.
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ABSTRACT

The aim of this research is study the anatomy of the extra-floral nectaries
(EFN’"s) of the cactus Cylindropuntia imbricate, as well as evaluate the influence of
environmental factors such as water and the temperature of the plant in the
abundance of ants visiting EFN. The study site is San Juanico el Chico, San Luis
Potosi, S.L.P. It was found that the NEF's of C. imbricata are vascularized, which
means that they have phloem and xylem. Liometopum apiculatum, Crematogaster
opuntiae and Pseudomyrmex pallidus were the ant species associated with NEF's
of C. imbricata, and Liometopum apiculatum was the most abundant species.
Water availability and temperature were important variables as regulators of the
interaction between the NEF’s of C. imbricata and ants. Irrigation increased the
abundance of visitor ants, particularly that of L. apiculatum. Likewise, the minimum
environmental temperature marginally affected the abundance, decreasing the

abundance of visitor ants from the NEF’s of C. imbricata.

Keywords: extrafloral nectaries, Cylindropuntia imbricata, Cactaceae.
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1.

INTRODUCCION

Los nectarios son tejidos especializados que secretan una solucién acuosa
de monosacaridos, aminodcidos y proteinas, entre otros compuestos,
comunmente conocida como néctar (Fahn, 1979a; Pacini et al.,, 20083;
Bernardello, 2007). Dependiendo de su ubicacion en la planta, los nectarios
pueden ser clasificados como florales (NF) o extraflorales (NEF). Los nectarios
florales estdn presentes en casi todas las angiospermas y se localizan en el
interior de sus flores (Caspary, 1848; Bonnier, 1879; Beardsell et al., 1989;
Freitas et al., 2001). Los nectarios extraflorales, por otra parte, estan presentes
algunas gimnospermas y angiospermas y se caracterizan por estar ubicados en
organos vegetativos como peciolos de las hojas, estipulas de tallos jovenes y la
periferia de estructuras reproductivas (Caspary, 1848; Bonnier, 1879; Rico-
Gray, 1989; Diaz-Castelazo et al., 2004).

La relevancia funcional tanto de los nectarios florales y extraflorales radica
en ofrecer recursos alimenticios para atraer animales hacia la planta, lo cual
redundaria en algun tipo de beneficio para esta Ultima. Esta interaccion
mutualista ha sido frecuentemente reportada entre hormigas y plantas con
NEF, habiéndose propuesto que las hormigas proporcionan una defensa
agresiva contra insectos herbivoros, e incluso algunos mamiferos, mientras
forrajean el néctar (Bentley, 1977; Vesprini et al., 1999; Cuautle & Rico-Gray,
2003). Inclusive, en algunas especies pertenecientes a las familias Fabaceae y
Cactaceae, la relacion planta-hormiga puede llegar a ser tan estrecha que las
hormigas generan sus colonias sobre la misma planta o debajo de ella (Schultz

& McGlynn, 2000).



En términos anatémicos, los nectarios presentan una epidermis que recubre
el parénquima del nectario, que es el tejido productor de néctar, debajo del cual
se encuentra el parénquima del subnectario que se conecta con los haces
vasculares (floema y xilema) de la planta (Nicolson et al., 2010; Marazzi et al.,
2013). Esta asociacion con haces vasculares es llamada vascularizacion y es
muy frecuente en los nectarios florales, pero no en los extraflorales (Fahn, 1979
a,b). Los NEF vascularizados tienen la ventaja de tener flujo constante de los
recursos, por lo que pueden producir néctar a pesar de que la planta enfrente
periodos de sequia (Ruffner & Clark, 1986; Nerd & Neuman, 2004; Delgado et
al., 2011). Por el contrario, los NEF no vascularizados deshidratan sus células
para producir néctar, lo que podria implicar pérdida de agua (Mauseth, 1982).

Algunas especies con NEF vascularizados producen mas néctar durante la
estacion lluviosa, por lo que hay mayor abundancia de hormigas que en la
estacion de sequia (Ruffner & Clark, 1986; Petanidou & Smets, 1996, BuUrquez
& Corbet, 1998; Nerd & Neuman, 2004; Diaz-Castelazo et al., 2004). Ademas,
la produccion y regulacion de flujo del néctar disminuye al bajar las
temperaturas, por lo que la abundancia de hormigas visitantes de los NEF
también disminuye (Jakobsen & Kristjansson, 1994 Novoa et al., 2005; Jofré et
al., 2012). Por lo tanto, se esperaria que los NEF asociados a xilema y floema
tuviesen mayores rendimientos de néctar que ofrecer a las hormigas en
condiciones ambientales Optimas tales como época de lluvias y temperaturas
altas.

Son escasos los estudios anatomicos de los NEF, por ejemplo para la
familia Cactaceae Unicamente se conoce que Opuntia stricta tienen NEF

vascularizados (Diaz-Castelazo & Rico-Gray, 2005) y Ancistrocactus scheeri



posee NEF no vascularizados (Mauseth, 1982). En la cactacea Cylindropuntia
imbricata se ha observado la interaccion entre los NEF con diversas especies
de hormigas (Miller 2007), sin embargo se desconoce tanto la conformacion
anatémica de los NEF como los factores ambientales que influyen en el
mutualismo cactus-hormigas.

El presente trabajo tiene como objetivos estudiar la anatomia de los NEF,
asi como la influencia de la disponibilidad de agua y de la temperatura en la
abundancia de hormigas visitantes de los NEF de Cylindropuntia imbricata.
Especificamente, se pretende: (1) Obtener informacion de la conformacion
anatomica de los NEF de C. imbricata con y sin riego, (2) Caracterizar la
comunidad de hormigas asociadas a los NEF de C. imbricata), (3) Determinar
si el riego, la temperatura de la planta y la temperatura ambiental influyen sobre
la abundancia de las especies de hormigas visitantes de los NEF de C.

imbricata.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Sitio de estudio

Este estudio se llevo a cabo en una poblacion de Cylindropuntia imbricata
en el estado de San Luis Potosi, ubicada en la localidad de San Juanico el
Chico al noroeste del municipio de San Luis Potosi. Las coordenadas
geograficas son de 100° 59’ 48.3” longitud oeste, 22°14’ 07.5” latitud norte y
altitud de 1871 msnm. La vegetacion es de tipo matorral xeréfilo secundario.
2.2. Descripcion y distribucion de la especie de estudio

Cylindropuntia imbricata var. cardenche (Griffith) es una especie
perteneciente a la familia Cactaceae con amplia distribucion geogréfica en el
centro y noreste de México (Bravos-Hollis, 1978), asi como el oeste de los
Estados Unidos (Anderson, 2001). Se caracteriza por tener un crecimiento
arbustivo que va desde 1.5 a 2.5 m de altura, el tallo tiene un didmetro de 6 a
10 cm de, de color obscuro; ramificacion abierta (Figura 1a), sus articulos son
largos vy cilindricos, aréolas ovadas de 5 a 7 mm de largo, espinas blanco
pardusco de 2.5 cm de largo, (Figura 1b). Flores de color purpura a rojo
(Figura 1c). Fruto de 3 a 3.5 cm de diametro, amarillento, casi liso; permanece
adherido al tallo por algun tiempo (Bravos-Hollis, 1978). De acuerdo con
estudios previos esta especie tiene NEF que secretan néctar, y se encuentra
en estructuras vegetativas jévenes y reproductivas (Oliveira et al., 1999, Ness

at al. 2006).



2.3 Disefio experimental

El trabajo de campo se realizé durante 20 semanas iniciando en el mes de

Agosto y finalizando en Diciembre del 2012.

Figura 1. Cylindropuntia imbricata en el sitio de estudio.

2.3.1 Extraccion de los NEF

La extraccion de los NEF de C. imbricata se realiz6 con un micro-
sacabocados, con el cual se retir6 un nectario extrafloral por tallo en cinco
plantas. Los NEF se depositaron en tubos Eppendorf de 2 ml con
glutaraldehido al 3% y se guardaron en una hielera a 3 — 4°C) para
transportarlas al laboratorio de ecologia del IPICyT para su posterior
tratamiento. En los sitios de extraccion de los nectarios se les coloco silicon
libre de formaldehido, de manera que se sellara el orificio sin causarle mayor
dafio a la planta.

Los NEF se procesaron de acuerdo a Ruzin (1999). En el Apéndice 1 de la
seccion de Anexos se describen de manera detallada los tratamientos

aplicados a los NEF.



2.3.2. Andlisis anatémico de los NEF

Se seleccionaron cinco plantas con riego y cinco sin riego, a las cuales se
les extrajeron nectarios extraflorales después de cuatro semanas del
tratamiento de riego. La extraccion de los nectarios se realiz6 en articulos
jovenes independientes a los marcados para realizar los censos de las
hormigas. Adicionalmente, en cinco articulos de cada una de las 20 plantas se
tomaron las medidas de ancho y largo, se contdé el numero de areolas de la
superficie y se eligieron tres areolas para contar el nimero de NEF.

Para describir la anatomia general del NEF se siguié la propuesta de

Nicolson et al. (2010), tomando en cuenta los componentes (Figura 2).

Néctar
!Parénquima del nectario (produccion de néctar)
-Parénquima del subnectario

Células epidérmicas no secretoras

Figura 2. Principales componentes de la anatomia de un nectario (Nicolson et

al., 2010).

2.3.3 Captura de las especies de hormigas asociadas a los NEF de C.
imbricata

Se realizaron capturas y censos una semana previa a la implementacion del
tratamiento de riego en las plantas de C. imbricata, con el fin de conocer las
especies de hormigas asociadas a los NEF. Este trabajo se hizo cada dos
semanas durante un periodo de 20 semanas. Para capturar las hormigas se

uso un aspirador bucal (Figura 3), posteriormente las hormigas se colocaron



en tubos Falcon (14 ml) con etanol al 70% para su conservacion e
identificacion.

Las capturas se hicieron en 20 plantas de 8 a.m. a 2 p.m., por un periodo de
30 segundos cada hora. Los ejemplares se separaron para determinar la
subfamilia a las que pertenecian, utilizando las guias de Mackay & Mackay
(1989), el libro de Triplehorn & Johnson (2005) y la base de datos de AntWeb

(Ward et al., 2002).

Figura 3. Aspirador bucal utilizado para atrapar hormigas.

2.3.4 Efecto del riego y de la temperatura en la abundancia de especies de
hormigas asociadas a los NEF de C. imbricata

Se aplicé un tratamiento de riego mediante un sistema por goteo con 1.5 L
de agua semanalmente, utilizando botellas de plastico perforadas en la parte
inferior con una aguja, las cuales fueron colocadas a un costado de las plantas
(Figura 4). Se tuvieron 10 plantas con riego y 10 sin riego.

Se realizaron censos de las hormigas visitantes de NEF cada hora, por un
periodo de un minuto en cinco tallos jévenes, en cada planta en el horario de 8
a.m. a 2 p.m. Los censos fueron realizados cada dos semanas durante las 20
semanas. También se hicieron mediciones de potencial hidrico del suelo bajo

todas las plantas, utilizando un medidor de potenciales hidricos WP4.



Por otra parte, en plantas con y sin riego (n = 7) se midi6 la temperatura del
tallo principal de la planta, utilizando un sensor de temperatura conectado a un
fluorometro portatil MINI-PAM (Walz, Alemania) en el horario de 11:30 a.m. a
12:00 p.m. Ademds, se tomaron los datos de temperatura minima, media y
méxima de la base de datos climatolégicos correspondientes a los meses de
Septiembre a Noviembre del afio 2012, de la estacién meteoroldgica (WMO ID:
76539) ubicada en el Aeropuerto Internacional Ponciano Arriaga del estado de
San Luis Potosi, con las coordenadas 22°10’ latitud N, 100° 56’ longitud O;

para relacionar las variables abi6ticas con la abundancia de las hormigas.

Figura 4. Sistema de riego por goteo establecido en la plantas de C. imbricata.



2.4. Andlisis estadisticos

Para evaluar el efecto del riego en la abundancia de hormigas visitantes de
los NEF de C. imbricata, se realizé un andlisis de varianza factorial de medidas
repetidas, en las que el factor fue el tratamiento (dos niveles: con riego y sin
riego) y la variable de respuesta fue la abundancia de hormigas en las plantas.

Para detectar diferencias en potenciales hidricos del suelo entre
tratamientos se realiz6 un analisis de varianza de dos vias, siendo los factores
el riego (con y sin) y el tiempo (5 niveles o fechas de medicion). Posteriormente
se realizaron comparaciones multiples.

Con el fin de evaluar el efecto de la temperatura en la abundancia de
hormigas, se realizaron andlisis de regresion entre la temperatura del tallo y la
abundancia tanto del total de hormigas forrajeras de néctar como de la especie
de hormiga méas abundante (L. apiculatum). También se realizaron analisis de
regresion entre las temperaturas ambientales minima, promedio y maxima
registradas en las fechas que se realizaron las mediciones y la abundancia
tanto total de hormigas como de L. apiculatum.

Todos los andlisis se realizaron con el programa Statistica (Statistical

Analysis System 9.1).



3. RESULTADOS

3.1 Descripcion anatémica de los NEF

Epidermis del nectario: Las células son de tamafio pequefio (ep), de forma
isodiamétrica, con paredes delgadas y orientacion anticlinal (Figura 5 C-D). En
la zona superior el coléngquima, con células de paredes engrosadas (cl), zona
morada en la Figura 5C.

Parénquima del nectario: sus células son de mayor tamafio que las células
epidérmicas, con pared celular delgada, de formas isodiamétricas en la zona
central. Entre estas células se pueden observar vacuolas donde son
almacenados cristales de oxalato de calcio de forma poliédrica estrellada, que
de hecho se forman en el interior de la vacuola (Figura 5F).

También se pueden observar camaras de acopio de néctar de forma
redondeada, de gran tamafo, con pared delgada y bien definida, estas
estructuras son abundantes en el nectario (Figura 5C-E). En la Figura 5D se
observa una camara repleta de néctar y en su contraparte en la Figura 5E la
camara esta vacia de manera que se puede ver el fondo.

Se hallaron células meristematicas con los nucleos grandes y definidos
(Figura 6B), formando células secretoras, la divisibn ocurre en direccion
anticlinal (Figura 6C). La elongacion de estas células forma estructuras
alargadas de forma de dedo, en sus paredes se observan adelgazamientos
(Figura 6A), dichas células podrian estar implicadas en la actividad secretora
de néctar.

Paréngquima del subnectario (sp): localizado por debajo del parénquima
del nectario, se distingue por sus células alargadas y la presencia de los haces

vasculares (floema y xilema), como se puede observar en la Figura 7 A-D.
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Figura 5. Nectarios extraflorales de C. imbricata. Distribucién de aréolas en C.
imbricata (vista superior) donde se ubican los NEF (A). Macro de la hormiga de
la especie L. apiculatum (Li) visitando los NEF (en areola) (B). Camara de
acopio de néctar (C), células epidermicas (ep), colénquima (cl), drusas (d),
espinas (es), parénquima del nectario (pn), vacuola (v). Aumento: C= 10x, D y

F=20x, F=100x. Cortes longitudinales tefiidos con azul de toluidina (C-D).
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Figura 6. Anatomia de los NEF de C. imbricata (Cortes transversales). A-F
Azul de toluidina. Células meristeméaticas (cm), drusas (d), células secretoras
(cs) y adelgazamientos de la pared (fecha negra), n= nudcleo. Aumento:

A=100x, B=40x, C=20x.
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Figura 7. Parénquima del subnectario del NEF de C. imbricata. d= drusas,
camaras de néctar (c), floema (f), haz vascular (h), parénquima del subnectario
(sp) y xilema (x). A-C cortes longitudinales y D= corte transversal. Aumento: A-

B=20x y C-D=40x
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3.2 Hormigas forrajeras de los NEF de C. imbricata

Se encontraron tres especies de hormigas asociadas con los nectarios
extraflorales de C. imbricata. Tales especies pertenecen a tres subfamilias:
Dolichoderinae  (Liometopum apiculatum), Myrmicinae (Crematogaster
opuntiae) y Pseudomyrmecinae (Pseudomyrmex pallidus). No se observo
ocurrencia de L. apiculatum y C. opuntiae en las mismas plantas, por otra parte
L. apiculatum y P. pallidus si coincidieron en la misma planta pero nunca existio

una interaccién entre estas dos especies.

3.3. Abundancia de hormigas

La abundancia de estas tres fue mayor en las plantas con riego que sin
riego (F = 4.7945, P < 0.0001; Figura 8A). Un resultado similar se encontro
para Liometopum apiculatum, que fue la especie mas abundante de las tres (F
= 3.0112, P = 0.0023; Figura 8B), esto puede deberse porque 60% de las
plantas estaban ocupadas por esta especie (sus nidos se encontraban debajo
de las plantas); el 40% restante de las plantas estaban ocupadas por C.

opuntiae.
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Figura 8. Abundancia de (A) las tres especies de hormigas y (B) de L.

apiculatum, asociadas a los NEF de C. imbricata en plantas con y sin riego, con

respecto al tiempo (dias) en que se realizaron los censos. (A): F =4.7945, P <

0.0001; (B): F = 3.0112, P = 0.0023. Las barras verticales indican el error

estandar.
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3.3.1. Potencial hidrico del suelo bajo las plantas de C. imbricata

El potencial hidrico del suelo (w) en plantas con riego fue significativamente

menos negativo en comparacion con el encontrado en las plantas sin riego (F=

8.99; P < 0.01; Figura9).

-10 H

-20 4

Potencial hidrico (v)
o

-25 +

—8— Plantas sin riego
-30 41 —o— Plantas con riego

'35 T T T T T T
07-Nov-12  14-Nov-12  21-Nov-12 05-Dic-12 12-Dic-12

Fechas de mediciones

Figura 9. Potencial hidrico del suelo (ws) en las plantas de C. imbricata con y

sin riego (F=8.99, P < 0.01). Las barras verticales indican el error estandar.
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3.3.2 Potencial hidrico del suelo en relacién con la abundancia de hormigas

Se encontré una asociacion positiva entre la abundancia de hormigas vy el
potencial hidrico del suelo (F=1.10, P=0.37; Figura 10A); es decir, a mayor
humedad del suelo mayor abundancia de hormigas aunque la proporcion de
variacién explicada por la regresién es baja (r*=0.27). Un resultado similar se
encontré entre la abundancia de L. apiculatum y el potencial hidrico del suelo
(F=6.57, P=0.03; Figura 10B), pero la proporcion de variacion explicada por la

regresion es mayor en este caso (r°=0.45).
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Figura 10. Relacion entre (A) el potencial hidrico del suelo (ws) bajo las plantas
de C. imbricata con y sin riego y la actividad forrajera de las tres especies de
hormigas en los NEF y (B) el potencial hidrico del suelo (ws) y la actividad de L.

apiculatum en los NEF.
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3.3.3 Efecto de la temperatura del tallo de C. imbricata en la abundancia de
hormigas

Se encontrd una asociacion positiva entre la temperatura de los tallos y la
abundancia de las tres especies de hormigas (F=4.12, P<0.001), es decir a
mayor temperatura del tallo mayor abundancia de hormigas, aunque la
proporcién de variacién explicada por la regresion es casi nula (r°=0.026). Para
L. apiculatum no se encontré asociacion significativa entre la temperatura de

los tallos y su abundancia (F= 0.23, P>0.05).
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3.3.4 Efecto de la temperatura ambiental en la abundancia de hormigas

Se encontré una asociacion lineal positiva entre la temperatura ambiental
minima y el promedio de la abundancia de las tres especies de hormigas
(F=5.581, P=0.031; Figura 11A), aunque la proporcion de variacion explicada
por la regresion es baja (r’=0.26). De la misma manera, se observé una
asociacion lineal positiva entre la temperatura minima y el promedio de la
abundancia de L. apiculatum (F= 3.75, P=0.071; Figura 11B), también con un
valor bajo de la proporcién de la variacién explicada por la regresion (r?=0.19).

No se encontrd relacion entre la temperatura media y el promedio de la
abundancia de las tres especies de hormigas (F=0.26, P=0.62; r’= 0.016), entre
la temperatura media y la abundancia de L. apiculatum (F=0.28, P=0.063,
r’=0.017), entre la temperatura méxima y el promedio de abundancia de tres
especies de hormigas visitantes de los nectarios de C. imbricata (F=1.18,
P=0.29, r’>=0.069), ni entre la temperatura maxima y el promedio de abundancia

de L. apiculatum (F=0.73, P=0.41, r*=0.019).
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4. DISCUSION

Desde finales del siglo XIX, Ganong (1895) reconocio la presencia de NEF
ubicados entre las espinas de los cactus de los géneros Cereus, Mamillaria,
Opuntia y Rhipsalis; sin embargo, sus caracteristicas anatomicas, asi como la
funcion y utilidad que éstos desempefiaban en las plantas eran desconocidos
desde ese entonces. Uno de los objetivos de esta investigacion fue el
comprobar la vascularizacion de los nectarios extraflorales de Cylindropuntia
imbricata; es decir, que dichos nectarios estan asociados a floema y xilema vy,
por ende dependen del agua para estar activos.

Se encontré que los NEF de C. imbricata presentan epidermis, parénquima
del nectario y parénquima del subnectario, siendo este ultimo el lugar en donde
estan ubicados los haces vasculares: xilema y floema (Nicolson et al., 2010;
Marazzi et al., 2013). Todos los elementos encontrados son propios de la
anatomia de un nectario comun (Fahn, 1979 a, b; Durkee, 1982). Ademas de
estos tejidos, se encontraron células con adelgazamientos en las paredes, con
forma de dedo, que podrian estar asociadas a la secrecion de néctar. También
se hallaron cadmaras en donde es acumulado el néctar para su posterior
secrecion, similar a lo reportado para Opuntia stricta (Diaz-Castelazo & Rico-
Gray, 2005).

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. En plantas con riego se encontré6 mayor abundancia de hormigas
visitantes de los nectarios que en plantas que carecieron del riego. Incluso
también se encontr6 mayor abundancia de la especie mas comun, L.

apiculatum, en plantas con riego. No se tienen antecedentes de experimentos
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de riego en plantas con NEF, pero se han registrado casos relacionados, i.e.
Ruffner & Clark (1986) reportaron que el agua es un recurso muy importante
para las hormigas visitantes de los NEF de la cactacea Ferocactus acanthodes,
al encontrar mayor densidad de hormigas durante la época lluviosa que durante
la sequia. Ademas, a nivel de comunidades se encontré6 mayor riqueza y
abundancia de hormigas visitantes de NEF durante la época de lluvias que
durante la sequia en una comunidad vegetal tropical de La Mancha, en
Veracruz, México (Diaz-Castelazo & Rico-Gray, 2004). Estos resultados
corroboran la hipotesis de que la disponibilidad del agua es un factor
importante en la regulacion de la tasa de secrecion de néctar para especies
con NEF vascularizados (Wyatt et al., 1992; O’ Brien et al., 1996).

Ademés del agua, la temperatura minima también afectd, aunque de
manera marginal, los patrones de forrajeo de las hormigas visitantes de los
NEF de C. imbricata, probablemente debido a que la secrecién de néctar
disminuye a bajas temperaturas (Petanidou & Smets, 1996). Un resultado
similar se ha observado para la cactdcea Opuntia stricta en la costa de
Veracruz, México (Oliveira et al., 1999).

La actividad de los NEF de C. imbricata esta restringida a los articulos
jovenes, ya que la secrecién de néctar se detiene cuando los articulos son
mayores (Miller, 2007), al igual que en Opuntia spp. (Oliveira et al., 1999; Ness,
2006), pero distinto a los NEF de Ancistrocactus scheeri, los cuales se
desarrollan a partir de una glandula primordial y estan activos tanto en
tubérculos jovenes (parte interna) como en los viejos (parte mas externa).

Ademas, los NEF de A. scheeri no son vascularizados y, una vez finalizada la
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secrecion, la regién glandular colapsa dejando el tejido en forma de copa en el
tallo (Mauseth, 1982).

Las mismas especies de hormigas (C. opuntiae y L. apiculatum) reportadas
por Miller (2007) como visitantes de los NEF de C. imbricata fueron
encontradas en este estudio. La especie mas frecuente fue L. apiculatum, lo
cual podria explicarse por la presencia de sus hormigueros debajo de la
mayoria de las plantas. Este resultado apoya a Wagner & Nicklen (2010),
quienes dieron evidencia de que la provision de recursos por los NEF estimula
a las hormigas a construir sus nidos cerca de la planta madre.

Otro resultado interesante es que C. opuntiae y L. apiculatum nunca co-
ocurren 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). Ademas de estas dos especies
de hormigas, Pseudomyrmex pallidus fue visitante ocasional de los NEF de la
planta, esto pudo deberse a que es principalmente arboricola y poco comun

(Rojas & Fragoso, 2000).
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5. CONCLUSIONES

Los NEF de C. imbricata son vascularizados, presentando floema y xilema.
La disponibilidad del agua fue el factor mas importantes como regulador de la
interaccion entre los NEF de C. imbricata y las hormigas. El riego aumenté la
abundancia de hormigas visitantes, en particular de L. apiculatum. Ademas, la
temperatura minima ambiental afectd6 de manera marginal, disminuyendo la
abundancia de hormigas visitantes de los NEF de C. imbricata. Los NEF son
estructuras poco estudiadas en la familia Cactaceae, el presente trabajo es el
primer reporte de la anatomia de los NEF de C. imbricata y el primero

demostrando la relevancia funcional de los mismos.
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7. ANEXOS
Apéndice 1. Tratamiento posterior a la extraccion

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

Fijacion del tejido

1. Glutaraldehido al 3%, por un periodo de 48 horas en refrigeracion a 4°C.
2. 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 realizd una serie etandlica con intervalos de 24 horas con concentraciones

de 50, 70 y 90%, y finalmente en alcohol absoluto.

Nota: la muestra se puede dejar en esta solucién por tiempo indefinido hasta el

momento de su inclusion en resina.

Inclusion 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 realiz6é una serie graduada de etanol y resina de la siguiente manera:

1. 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
solucién.

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

3. En solucion de etanol al 30% y 70% de resina epoxi (Techonovit) por 24
horas en vacio.

4. En solucién de 7100 Technovit al 100% por 12 horas en vacio.
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Infiltracidon

Se preparo la resina con un endurecedor en la cual se agregaron 100 mL de
7100 Technovit, que contenia el catalizador XCL y se agreg6 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

solucién de infiltracion.

Polimerizacion

Las capsulas con los NEF infiltrados se dejaron reposar por 24 horas en
vacio a temperatura ambiente, con el fin de asegurarse la infiltracion de la
solucion y el endurecimiento de las muestras. Transcurrido el tiempo los NEF

estuvieron listos para su orientacion.

Orientacion y corte de las muestras

Las cépsulas 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
gue quedaron 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 realizd en un microscopio optico Leica DM 2000.
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