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RESUMEN

Nymphoides fallax Ornduff (Menyanthaceae) es una planta acuatica distilica endémica de las tie-
rras altas de México y Guatemala. Aunque la reproduccion vegetativa es frecuentemente reportada
en el género Nymphoides Ség., existe evidencia que sugiere alta prevalencia de la reproduccion
sexual en N. fallax. Los objetivos de esta tesis abordan aspectos reproductivos de esta especie,
buscando particularmente: (i) probar si existe autoincompatibilidad heteromorfica y determinar su
sistema de apareamiento, (ii) calcular la proporcion de los morfos en algunas poblaciones vy (iii)
identificar el ensamblaje de visitantes florales y estimar su tasa de visitacion. Las poblaciones es-
tudiadas estan ubicadas en el sur del estado de Querétaro, México. Se realizd un experimento de
polinizacién controlada con plantas cultivadas (ocho tratamientos, n = 80) y se estimo la relacion
polen/dvulo para evaluar la existencia de autoincompatibilidad heteromorfica y establecer el sis-
tema de apareamiento. Se hizo conteo de los morfos florales en seis poblaciones naturales y se
calculd su proporcién. Se realizaron observaciones de los visitantes florales en tres poblaciones
naturales, incluyendo su identidad taxonémica y tasa de visitacion (891 flores; 600 minutos). Tam-
bién se hicieron observaciones sobre la fenologia a nivel floral, la viabilidad del polen y registro
de carga polinica en algunos visitantes florales frecuentes, usando microscopia electrénica de ba-
rrido. Se encontrd que N. fallax tiene flores diurnas con duracion de un dia, alta receptividad del
estigma y alta viabilidad de los granos de polen (promedio: 96.54%); expresa autoincompatibilidad
heteromdrfica (produccion de frutos en cruzas intermorfo: 80-90%; 3-24 semillas por fruto, mien-
tras que en las cruzas intramorfo y autopolinizacion: 0-20%; 1-3 semillas). La relacion polen/évulo
(5089.91) apoya la hipoétesis de la xenogamia. Cuatro poblaciones naturales presentan ambos mor-
fos (~ 1:1), dos poblaciones un solo morfo (de estilo largo). Fue observado un ensamblaje de 28
taxa de visitantes florales (944 visitas en total). Los visitantes més frecuentes fueron Apis mellifera
(43.46%) y dipteros (familia Ephydridae: 33.26%; familias Stratiomyidae y Syrphidae: 7.2%). Se
observaron granos de polen adheridos al cuerpo de los visitantes mas frecuentes, lo cual sugiere
gue potencialmente son polinizadores efectivos. Esta investigacion amplia el conocimiento del sin-
drome heterostilico y de la reproduccién sexual en N. fallax.

Palabras clave: autoincompatibilidad heteromdrfica, morfos florales, polinizacion controlada, vi-
sitantes florales, xenogamia



ABSTRACT

Nymphoides fallax Ornduff (Menyanthaceae) is an aquatic distylous plant endemic to Mexican and
Guatemalan highlands. Although vegetative reproduction is frequently reported for Nymphoides
species, there is evidence suggesting high prevalence of sexual reproduction in N. fallax. The ob-
jectives of this thesis address the following: (i) to test the heteromorphic self-incompatibility and
determine species mating system, (ii) to estimate morph proportions on natural populations, and
(iii) to identify floral visitor assemblage and quantify their visitation rate. Studied populations were
located in Southern Querétaro State, Mexico. To evaluate the heteromorphic self-incompatibility a
controlled pollination experiment was performed with eight treatments (n = 80). Also, pollen/ovule
ratio was estimated to establish the mating system; the proportion of floral morphs were measured
in six natural populations. Floral visitor observations were made in three natural populations, in-
cluding their taxonomic identity and visitation rate (891 flowers; 600 minutes). Floral phenology
aspects, pollen viability and pollen load presence in some frequent floral visitors were observed,
the latter using scanning electron microscopy. Nymphoides fallax has diurnal flowers with one day
length, high stigma receptivity, and high pollen viability (average: 96.54%). Heteromorphic self-
incompatibility was determined to be significant (fruit production of intermorph crosses: 80-90%;
3 to 24 seeds per fruit, while in intramorph crosses and self-pollination: 0-20%; 1 to 3 seeds). The
pollen/ovule ratio (5089.91) is consistent with xenogamy. Four natural populations were found to
have both morphs in approximately equal proportions, and two populations possessed only one
morph (long style). An assemblage of 28 floral visitor taxa was observed (944 visits in total). The
most frequent visitors were exotic bees (Apis mellifera: 43.46%) and dipterans (Ephydridae family:
33.26%; Stratiomyidae and Syrphidae: 7.2%). Pollen grains were observed attached to the body of
the most frequent visitors, suggesting that they are potentially effective pollinators. This research
expands the knowledge of the heterostylous syndrome and sexual reproduction in N. fallax.

Keywords: controlled pollination, floral morphs, floral visitors, heteromorphic self-incompatibil-
ity, xenogamy



A Cristina

“In their manner of fertilization a more remarkable case than can, perhaps, be found in

any other plant or animal. Nature has ordained a most complex marriage arrangement”

Charles Darwin

“Without stories of progress, the world has become a terrifying place. The ruin glares at

us with the horror of its abandonment. It’s not easy to know how to make a life, much less avert
planetary destruction. Luckily there is still company, human and not human. We can still explore
the overgrown verges of our blasted landscapes - the edges of capitalist discipline, scalability,
and abandoned resource plantations. We can still catch the scent of the latent commons - and the

elusive autumn aroma”

Anna Tsing
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Relacion polen dvulo (P/O) promedio + error estandar, conforme a los siste-
mas de apareamiento. En los sistemas facultativos puede ocurrir autofecun-
dacion o fecundacion cruzada, pero un modo es predominante.

Sitios de estudio. C= colecta de plantas para el experimento de polinizacion
controlada, M= conteo de morfos, O= observacion de visitantes florales.

Tratamientos y grupos control del experimento de polinizacion manual, se
indica el morfo donador y receptor de polen.

Numero de granos de polen, 6vulos y relacion polen/évulo (P/O) de los mor-
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conjunto.

Porcentaje de frutos desarrollados, nimero de semillas por tratamiento y por
fruto y nimero de dias para la formacion de semillas. S x L= cruza intermorfo
(polen de morfo S sobre estigma de morfo L), L x S= cruza intermorfo (polen
de morfo L sobre estigma de morfo S), S x S= cruza intramorfo S, L x L=
cruza intramorfo L, A-S= autopolinizacion morfo S, A-L= autopolinizacion
morfo L, C-S= control morfo S, C-L= control morfo L.

Porcentaje de individuos de cada morfo floral en poblaciones naturales de
Nymphoides fallax.

Numero de morfoespecies de visitantes florales de Nymphoides fallax por
orden, nimero de visitas y porcentaje que representan.
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Representacion del proceso de doble fecundacién en Arabidopsis. Se
muestran tres fases: 1) fase de descarga del tupo polinico, donde se des-
cargan las células espermaéticas hacia el gametofito femenino. 2) Fase de
inmovilidad, las células espermaticas se mantienen en el limite entre la
ovocélula y la célula central. 3) Fase de doble fecundacion, las células
espermaticas se fusionan con la ovocélula y la célula central.

Flor de Oenothera tetraptera Cav. Acercamiento y vista desde abajo. Se
sefiala sépalo, pétalo, antera, filamento, estigma, estilo y ovario.

Una abeja del género Peponapis en la flor de una calabaza (Cucurbita
sp.), son visibles algunos granos de polen en la parte dorsal del torax de
la abeja.

Representacion del transporte de granos de polen entre dos individuos,
ilustrando los tres sistemas de apareamiento: xenogamia, autogamia y
geitonogamia.

Flores heterostilicas: (a) morfo L, (b) morfo S de Fagopyrum esculentum
(Polygonaceae) y (c) morfos L, M y S de Lythrum salicaria (Lythra-
ceae).

Diagrama ilustrando el acomodo espacial de androceo y gineceo en flo-
res distilicas (de izquierda a derecha: morfo L y morfo S). Las flechas
indican la direccion de recepcion y deposicion de polen entre los morfos,
mediada por el visitante floral y los rectangulos naranjas representan los
diferentes sitios de deposicién de polen de cada morfo en su cuerpo.

Diagrama de las formas de vida generales de plantas acuaticas.
Varios individuos de Nymphoides fallax en floracién.
Flores de los morfos S (a) y L (b) de Nymphoides fallax.

Granos de polen del morfo S (a), del morfo L (b) y papilas del estigma
del morfo S (c) y del morfo L (d) de Nymphoides fallax.

Sitios de estudio en los municipios de Pedro Escobedo, Amealco de Bon-
fil, Huimilpan y San Juan del Rio, en el sur del estado de Querétaro. C=
colecta de plantas para el experimento de polinizacion controlada, M=
conteo de morfos, O= observacién de visitantes florales.

Fotografias de algunos sitios de estudio: sitios 1, 3 y 5 (cuerpos de agua
temporal), sitio 2 (cuerpo de agua permanente).
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Aislamiento de flores para el experimento de polinizacion, para cada una
se uso una bolsa de pergamino sostenida por una pinza a una estaca del-
gada de madera, enterrada en el sustrato de la tina.

Antesis de las flores de Nymphoides fallax. EI cambio mas notorio es el
desdoblamiento de los pétalos. Todas las fotografias corresponden a una
flor del morfo L, a excepcion de la flor abierta.

Acumulacion de flores en antesis en un periodo de dos horas (8:40-10:40
hrs).

Burbujeo en el estigma de una flor de morfo L al contacto con peroxido
de hidrogeno, sugiriendo que se encuentra receptivo.

Granos de polen (sefialados con flechas negras) observados con el con-
tador de células.

Granos de polen viables tefiidos con el reactivo de Alexander, observa-
dos en el microscopio oOptico.

Granos de polen en el estigma de Nymphoides fallax observados en mi-
croscopio electronico de barrido.

Produccion de semillas por tratamiento. Las barras representan los ran-
gos de datos. El tratamiento S x L tiene una media de 10.6 y mediana de
12.5 (linea). El tratamiento L x S tiene una media de 7.9 y mediana de 5
(linea). * = diferencias significativas (p= 1.83x10™?).

Semillas flotando en la superficie del agua en el sitio 1.
Apis mellifera visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 3.

Diptero de la familia Ephydridae (agrupado en el segundo visitante mas
frecuente) visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 2.

Diptero de la familia Stratiomyidae (agrupado en el tercer visitante mas
frecuente) visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 3.

Leptophobia aripa visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 2.
Catasticta nimbice visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 2.

Carga polinica de Nymphoides fallax en la proboscide (a), térax (b y ¢)
y acercamiento a la corbicula (d) de una abeja melifera (Apis mellifera).

Carga polinica de Nymphoides fallax en la parte dorsal de térax de un
diptero (familia Ephydridae).

Carga polinica de Nymphoides fallax en la parte dorsal de térax (ay b) y
abdomen (c y d) de un diptero (familia Stratiomyidae). Se muestra un
acercamiento a cuatro granos de polen (d).
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1. INTRODUCCION

La heterostilia es un polimorfismo floral, consiste en poblaciones con dos o tres tipos
de morfos florales que difieren de manera reciproca en las alturas a las que se encuentran
anteras y estigmas en flores de individuos diferentes; este acomodo espacial también es co-
nocido como hercogamia reciproca (Barrett, 2002a; Fernandes-Cardoso et al., 2018; Barrett,
2019). Comunmente, las plantas heterostilicas también cuentan con un sistema de autoin-
compatibilidad heteromdrfica, que asegura la fecundacion entre morfos diferentes y una serie
de polimorfismos morfoldgicos secundarios, particularmente en los estigmas y granos de po-
len (Barrett y Cruzan, 1994). La importancia adaptativa de la heterostilia incluye la promo-
cion de la polinizacion cruzada, por lo tanto, evita el desperdicio de los granos de polen;
simultaneamente previene la interferencia entre las funciones femenina y masculina, redu-
ciendo la probabilidad de pérdida de gametos masculinos y femeninos disponibles para fe-
cundacion cruzada (Darwin, 1877; Lloyd y Webb, 1992a; Barrett, 2002b; Barrett y Shore,
2008; Keller et al., 2014)

La heterostilia no esta asociada especificamente a ninguna region geografica, habitat
ni forma de vida de las plantas (Ganders, 1979; Barrett y Richards, 1990). Sin embargo,
resulta particularmente interesante su presencia en algunos linajes de plantas acuaticas, de-
bido a que comunmente cuenten con amplia capacidad de reproduccion asexual (Barrett et
al., 1993; Philbrick y Les, 1996), incluyendo el grupo al que pertenece N. fallax (Ornduff,
1966; Ornduff, 1970; Barrett, 1980; Kadereit, 2007; Haddadchi et al., 2014).

Nymphoides fallax Ornduff (Menyanthaceae Dumort.) es una planta acuética distilica,
tetraploide y endémica de los humedales de las tierras altas de México y Guatemala (Ornduff,
1969; Lobato-de Magalhdes y Martinez, 2018; Lobato-de Magalhdes et al., 2019). Existe
evidencia que sugiere alta prevalencia de la reproduccion sexual en esta especie, incluyendo:
alta diversidad genética, la presencia de dimorfismo en el tamafio de los granos de polen, del
estigma y de sus papilas, presencia de visitantes florales (insectos de los ordenes Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera y Odonata), abundante produccion de semillas y establecimiento
de plantulas en el campo (Zepeda et al., 2014; Lobato-de Magalhaes et al., 2019; Lobato-de
Magalhées y Martinez, 2020; Lobato-de Magalhdes et al., 2020). No obstante, se conoce muy



poco de la historia de vida de esta especie y su sistema reproductivo, notablemente se desco-
noce la funcion de la heterostilia en su reproduccién sexual (Lobato-de Magalhdes y Marti-
nez, 2020), esta tesis tiene como objetivo principal aportar en la generacion de este conoci-
miento en N. fallax.



2. ANTECEDENTES

2.1. La reproduccion sexual en las angiospermas

Las angiospermas son un grupo monofilético de plantas, su nombre viene de las pa-
labras griegas angeion (contenedor o vaso) y sperma (semilla) haciendo referencia a la for-
macion de los évulos dentro de un 6rgano de la flor, denominado carpelo. En la actualidad,
las angiospermas son el grupo mas diverso de plantas, con estimaciones entre las 300,000 y
350,000 especies a nivel global (Christenhusz y Byng, 2016; Scutt, 2021). En México se han
registrado 21,841 especies de angiospermas (Villasefior y Ortiz, 2014) y se estiman hasta
29,000 especies (Villasefior, 2003); destacan también, por contar con gran diversidad de for-
mas, estrategias y estructuras asociadas a la reproduccion sexual (Fernandes-Cardoso et al.,
2018).

El ciclo de vida de todas las plantas se caracteriza por la alternancia de dos fases
multicelulares: el gametofito haploide y el esporofito diploide (Kenrick y Crane, 1997). En
las angiospermas, los gametofitos masculinos son los granos de polen, cada uno esta consti-
tuido de tres células: dos células espermaticas y una vegetativa; mientras que el gametofito
femenino es el saco embrionario, en la mayoria de angiospermas consiste en siete células
dentro de los 6vulos: tres antipodas, dos sinérgidas, una célula central con dos nucleos y la
ovocélula (Figura 1) (Schmidt et al., 2015; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2014). La reproduccion
sexual involucra un proceso de doble fecundacion, para la formacién del embridn: primero
ocurre la atraccion del tubo polinico hacia el saco embrionario, se liberan las dos células
espermaticas en una de las sinérgidas y migran hacia la célula central y la ovocélula, ocurre
reconocimiento celular y fusion: con la célula central se formara el endospermo (triploide) y
la fusion con la ovoceélula dara lugar al embrion (diploide) y el ciclo se reinicia (Figura 1)
(Berger et al., 2008; Schmidt et al., 2015). Posterior a la fecundacion, los tejidos que confor-
man al ovario (una parte del carpelo) se desarrollan en un fruto, que protege a las semillas en
desarrollo (u dévulos fecundados) y finalmente participa en la dispersién de las semillas
(Scutt, 2021).
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Figura 1. Representacion del proceso de doble fecundacion en Arabidopsis. Se muestran tres
fases: 1) fase de descarga del tupo polinico, donde se descargan las células espermaticas hacia
el gametofito femenino. 2) Fase de inmovilidad, las células espermaticas se mantienen en el
limite entre la ovocélula y la célula central. 3) Fase de doble fecundacién, las células esper-
maticas se fusionan con la ovocélula y la célula central. Fuente: Hamamura et al., (2012).

2.2 Laflor

La flor puede ser definida como un eje reproductivo y determinado, cominmente her-
mafrodita, aunque existen también flores unisexuales. Las flores hermafroditas estan com-
puestas regularmente por perianto, androceo y gineceo. El perianto es una zona estéril, for-
mada de sépalos y pétalos, en conjunto constituyen el caliz y la corola, respectivamente. Los
sépalos usualmente son verticilos verdes que encierran a los botones florales en desarrollo,
mientras que los pétalos son mas diversos en tamafio, forma y color; cuando no existe dife-
renciacion en el perianto u ocurre de manera gradual, los verticilos se denominan tépalos
(Figura 2) (Bateman et al., 2006; Specht y Bartlett, 2009; Simpson, 2019a).
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Figura 2. Flor de Oenothera tetraptera Cav. Acercamiento y vista desde abajo. Se sefiala
sépalo, pétalo, antera, filamento, estigma, estilo y ovario. Fuente: Modificado de Pedro Te-
norio Lezama (sitio de Malezas de México).

Los estambres en conjunto componen al androceo, a su vez, cada estambre se consti-
tuye de una parte basal y estéril denominada filamento, y de una antera compuesta tipica-
mente de dos compartimentos Ilamados tecas, cada una con dos microesporangios, en donde
se producen los granos de polen (Simpson, 2019a). Por ultimo, el gineceo consiste en uno o
mas carpelos (fusionados o separados) que protegen a los évulos (Pfannebecker et al., 2017;
Scutt, 2021). Cada estructura del gineceo por separado, se denomina pistilo y puede compo-
nerse de uno o varios carpelos; la porcion basal que contiene a los évulos es el ovario, mien-
tras que el estigma es la superficie receptiva a la que llegan los granos de polen y donde
comienza su germinacion; el estilo es la porcion que une al estigma y al ovario, a través de

la cual los tubos polinicos crecen (Pfannebecker et al., 2017).
2.3 Polinizacién

Para la reproduccidon sexual es necesaria la polinizacién (Figura 3), es decir, el trans-
porte de los granos de polen desde las anteras y su deposicion en el estigma de la flor, donde
pueden germinar, crecer a través del estilo y fecundar a los dvulos para producir semillas
(Inouye, 2013). La polinizacion en la mayoria de las angiospermas es llevada a cabo por
animales, se estima que en aproximadamente el 87.5% de las especies actuales (Ollerton et



al., 2011; Ollerton, 2017). Es una interaccion muy importante, los efectos ecol6gicos que
tiene abarcan distintos niveles incluyendo: otras interacciones, poblaciones, comunidades y

ecosistemas (Kearns et al., 1998; Ollerton et al., 2011).

Figura 3. Una abeja del género Peponapis en la flor de una calabaza (Cucurbita sp.), son
visibles algunos granos de polen en la parte dorsal del térax de la abeja. Fuente: Modificado
de Wilson y Messinger-Carril (2016).

Un concepto ampliamente utilizado en el estudio de esta interaccion son los sindro-
mes de polinizacidn, estos se definen como una serie de caracteristicas fenotipicas florales,
incluyendo color, morfologia, olor, recompensa, fenologia, entre otras, asociadas la atraccion
y utilizacion de uno o mas grupos funcionales de visitantes florales que ejercen presiones
selectivas similares, presumiblemente reflejando adaptacion convergente a los visitantes mas
eficientes en linajes convergentes de angiospermas, es decir con varios origenes evolutivos
(Fenster et al., 2004; Ollerton et al., 2015; Dellinger, 2020). Entre los sindromes de polini-
zacion bioticos propuestos estan: quiropterofilia (muerciélagos), melitofilia (abejas), canta-
rofilia (escarabajos), ornitofilia (aves), psicofilia (mariposas y polillas diurnas), saprofilia
(moscas califéridas), rinomiofilia (moscas de probéscide larga), miofilia (moscas, excep-
tuando los dos grupos ya mencionados), falenofilia (polillas), terofilia (mamiferos no vola-

dores) y esfecofilia (avispas) (Rosas-Guerrero et al., 2014).



Ademas de polinizadores, hay vectores abidticos de polen: viento y agua. La anemo-
filia o polinizacion por viento, es una condicion derivada de la polinizacion bidtica que ha
evolucionado al menos 65 veces en las angiospermas, y esta presente en cerca del 10% de las
especies, tipicamente con flores unisexuales, pequefias, poco vistosas y con polen abundante
(Ackerman, 2000; Friedman y Barrett, 2009). También existen dos tipos de hidrofilia o poli-
nizacion acudtica: epihidrofilia e hipohidrofilia, en el primero, la polinizacion ocurre en la
superficie del agua, mientras que en la hipohidrofilia sucede en la columna de agua, en flores
totalmente sumergidas. La hidrofilia estd presente en unas 130 especies de 26 géneros de
angiospermas estrictamente acuaticas, todas monocotiledéneas a excepcion de Callitriche y
Ceratophyllum; la hidrofilia tuvo al menos ocho origenes evolutivos, en algunos casos pro-
bablemente a partir de la anemofilia (Cox, 1988; Philbrick y Les, 1996; Du y Wang, 2014).

2.4 Sistemas de apareamiento

Un aspecto determinante de la biologia reproductiva de las plantas, son los sistemas
de apareamiento, estos se refieren al parentesco genético entre gametos y a sus patrones de
emparejamiento (Ward et al., 2005). La transmision genética en las angiospermas depende
de varios factores, incluyendo el movimiento de los vectores de polen (abi6ticos o biéticos),
la presencia de algun sistema de incompatibilidad y las formas de expresion sexual (Fernan-
des-Cardoso et al., 2018). La diversidad en estrategias de apareamiento entre las angiosper-
mas se relaciona con varias de sus caracteristicas, como: la falta de desplazamiento, el creci-
miento modular, la condicion comunmente hermafrodita, la variacion en las estructuras re-
productivas y la diversidad de sus historias de vida (incluyendo forma de vida, longevidad y
tamano), resultando en muchas combinaciones estructurales y temporales posibles de los ga-
metos masculinos y femeninos a diferentes grados, desde una flor individual hasta nivel po-
blacional (Barrett, 2002a; Barrett, 2003; Barrett, 2010). Se reconocen tres sistemas de apa-
reamiento: autogamia (selfing), geitonogamia y xenogamia (outcrossing), su diferencia fun-
damental es el origen de los granos de polen que fecundaran a los 6vulos: pueden ser del
mismo individuo o de otro genéticamente diferente (Figura 4) (Barrett, 2002a; Fernandes-
Cardoso et al., 2018).
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Figura 4. Representacion del transporte de granos de polen entre dos individuos, ilustrando
los tres sistemas de apareamiento: xenogamia, autogamia y geitonogamia. Fuente: Figura
modificada de Osborne y Free (2003).

La xenogamia es el tipo de fecundacion producto de polinizacion cruzada entre flores
de individuos genéticamente diferentes (Fernandes-Cardoso et al., 2018; Simpson, 2019b).
Este sistema de apareamiento promueve el aumento de diversidad genética, debido a la re-
combinacidn, permitiendo mayor probabilidad de persistencia de las poblaciones en situa-
ciones ambientales diversas y aumentando la probabilidad de cambios evolutivos (Simpson,
2019b). La xenogamia puede ser mas favorable bajo condiciones de variacion temporal en el
suministro de recursos, sin embargo, puede ser limitante en algunas situaciones como en caso
de escasez de polinizadores o cuando los individuos estdn muy distantes entre si (Barrett,
2002a; Silvertown, 2008; Whitehead et al., 2018).

La autogamia consiste en autofecundacion después de autopolinizacién: los gametos
masculinos y femeninos tienen su origen en la misma flor, puede ser resultado de mecanis-
mos florales que lo favorezcan como la ausencia de hercogamia (Fernandes-Cardoso et al.,
2018), o bien, como resultado del comportamiento de algun visitante floral (autogamia faci-
litada) (Lloyd, 1992). La autogamia ha sido interpretada como un mecanismo de asegura-
miento reproductivo, bajo condiciones limitadas de transferencia de polen, ademés puede ser
conveniente en poblaciones con baja presion endogamica (Lloyd, 1992; Busch y Delph,
2012; Whitehead et al., 2018). Cerca del 20% de las angiospermas, ha evolucionado un sis-

tema de apareamiento predominantemente orientado a la autogamia (Barrett, 2002a).



La geitonogamia es la fecundacion entre gametos de diferentes flores del mismo in-
dividuo, puede ocurrir en plantas con flores hermafroditas o en planta monoicas (con flores
unisexuales en el mismo individuo), no representa un mecanismo de aseguramiento repro-
ductivo, porque necesariamente estd implicado un vector de polen (Eckert, 2000; Vallejo-
Marin et al., 2010; Fernandes-Cardoso et al., 2018). En especies capaces de reproduccion
vegetativa, la geitonogamia también puede ocurrir entre individuos distintos, pero genética-
mente idénticos; asi la arquitectura clonal de las plantas afecta la probabilidad de geitonoga-
mia a traves del acomodo espacial de las flores dentro de los clones (Vallejo-Marin et al.,
2010). La geitonogamia ecolégicamente tiene las mismas consecuencias que la xenogamia,
pero genéticamente es muy similar a la autogamia; aunque mediante la acumulacién de mu-
taciones en distintos meristemos, y debido al crecimiento y cuerpo metamérico y modular de
las plantas, potencialmente puede implicar variabilidad genética. (LIoyd y Schoen, 1992; Ba-
rrett y Harder, 2017).

Es comUn que la proporcidn de las formas de apareamiento dentro de una poblacion
no ocurra de manera discreta, sino continua; resultando en sistemas de apareamiento mixtos,
sobre todo en especies polinizadas por animales (Vogler y Kalisz, 2001; Barrett, 2002a). Es
prevalente también, la variacion de la tasa de entrecruzamiento entre poblaciones diferentes
de la misma especie, resultado de factores ecoldgicos, genéticos y su sinergia (Devaux et al.,
2014; Whitehead et al., 2018).

La relacién polen-évulo (P/O) es una proporcion que puede estar relacionada con los
sistemas de apareamiento de las plantas; después de recopilar informacién de numerosas po-
blaciones y especies Cruden (1977) propuso que esta relacion es mayor en especies xenoga-
mas obligadas y decrece hasta alcanzar los valores méas bajos en especies cleistogamas (un
caso particular de autogamia que ocurre en flores que no se abren) (Erbar y Langlotz, 2005)
(Cuadro 1).



Cuadro 1. Relacion polen 6vulo (P/O) promedio = error estandar, conforme a los sistemas
de apareamiento. En los sistemas facultativos puede ocurrir autofecundacion o fecundacion
cruzada, pero un modo es predominante.

Relacion P/O promedio * error estandar Sistema de apareamiento
4.7+0.7 Cleistogamia

27.7+£3.1 Autogamia obligada
168.5+22.1 Autogamia facultativa
796.6 + 87.7 Xenogamia facultativa
5859.2 + 936.5 Xenogamia

Fuente: Modificado de Erbar y Langlotz (2005).
2.5 Heterostilia

Los polimorfismos florales son distintos tipos heredables de flores presentes en una
misma poblacion; cominmente la variacion se expresa en caracteristicas fenotipicas como
color, color, forma y olor (de-Jager y Ellis, 2014; Gibbs, 2017). Especificamente, existen
polimorfimos relacionados con la altura u orientacion del estilo y estigma en flores herma-
froditas, incluyendo la heterostilia, el dimorfismo de altura del estigma y la enantiostilia (Ba-
rrett et al., 2000).

La heterostilia es un polimorfismo floral consistente en poblaciones con dos o tres
morfos con hercogamia reciproca, es decir, difieren de manera mutua en la altura a la que
estan anteras y estigmas en flores de individuos diferentes; la heterostilia ha tenido maltiples
origenes evolutivos y esta presente en al menos 28 familias de angiospermas (Barrett y Shore,
2008; Barrett, 2019; Fernandes-Cardoso et al., 2018; Lloyd y Webb, 1992b). Es maés fre-
cuente la evolucion de la heterostilia en linajes con flores actinomorfas (simetria radial) de
corola abierta y un tubo floral con néctar en la base (Lloyd y Webb, 1992b; Barrett y Shore,
2008). Hay dos formas de heterostilia: distilia y tristilia (Figura 5). Por convencion, se hom-

bran L, My S a los morfos de estilo largo, mediano y bajo, respectivamente (Barrett, 1992;
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Barrett, 2002a; Barrett y Shore, 2008). Existe una serie de caracteristicas asociadas a estas
plantas, que en conjunto constituyen el "sindrome heterostilico", tipicamente incluye un sis-
tema de autoincompatibilidad, y una serie de polimorfismos morfolégicos secundarios, en
algunas especies incluyen mas de 20 caracteres florales (Lloyd y Webb, 1992a; Barrett y
Cruzan, 1994). En especifico, los polimorfismos en los granos de polen y el estigma destacan
porque pueden estar implicados en promover la captura de polen compatible (del morfo
opuesto), a través de la adhesion preferencial de polen del morfo opuesto, debido a comple-
mentariedad topografica (Dulberger, 1975; Costa et al., 2017; Barrett, 2019).

Figura 5. Flores heterostilicas: (a) morfo L, (b) morfo S de Fagopyrum esculentum (Polygo-
naceae) y (c) morfos L, M y S de Lythrum salicaria (Lythraceae). Fuente: Modificado de
Barrett (2019) y Ronald Toth (sitio de Plant Teaching Collection, University of Wisconsin).

La significancia adaptativa de la heterostilia es un topico desarrollado desde los estu-
dios de Darwin (1877) con la hipo6tesis de la promocién cruzada (cross-promotion hypothe-
sis), donde propuso que la posicion relativa de las anteras y los estigmas en plantas heterosti-
licas, representa una adaptacion para la polinizacién cruzada, asegurando el transporte de
polen de un morfo a otro. Asi, la heterostilia seria una forma de reducir el conflicto de evitar
interferencia entre el androceo y el gineceo de la misma flor, pero logrando precision en el
transporte y deposicion del polen, debido al contacto con los visitantes florales con solamente
un sexo de la flor o bien, tocando ambos pero con diferentes partes de su cuerpo, promo-
viendo emparejamiento selectivo negativo (disassortative mating), es decir, entre individuos
con fenotipos diferentes, en este caso morfos opuestos (Figura 6) (Barrett, 2002a; Barrett,
2019; Cesaro y Thompson, 2004).
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Figura 6. Diagrama ilustrando el acomodo espacial de androceo y gineceo en flores distilicas
(de izquierda a derecha: morfo L y morfo S). Las flechas indican la direccion de recepcion y
deposicién de polen entre los morfos, mediada por el visitante floral y los rectangulos naran-
jas representan los diferentes sitios de deposicion de polen de cada morfo en su cuerpo.
Fuente: Figura modificada de Barrett (2002a).

Un aspecto ecoldgico importante en poblaciones heterostilicas es la proporcién de
morfos; se predice que, en condiciones de equilibrio, las poblaciones sean isopléticas, es decir
en una proporcién equitativa, como consecuencia del emparejamiento selectivo negativo
(Barrett, 2019). Aunque distintos procesos pueden causar desviaciones de la proporcion es-
perada, existiendo poblaciones anisopléticas estables (con mayor proporcion de algun
morfo), esto puede estar relacionado con una ruptura parcial o total del sistema de autoin-
compatibilidad o un flujo asimétrico de polen, derivando en una adecuacion desigual de los

morfos (Heuch, 1979; Casper y Charnov, 1982; Casper, 1992).

2.6 Autoincompatibilidad heteromorfica

Los sistemas de incompatibilidad en las plantas se refieren a la incapacidad controlada
genéticamente de producir semillas (Allen y Hiscock, 2008; Fernandes-Cardoso et al., 2018).
Se pueden clasificar en dos categorias relacionadas a la morfologia, la mas comdn es la au-
toincompatibilidad homomorfica, en plantas que carecen de diferencias morfologicas entre
los individuos compatibles. En cambio, la autoincompatiblidad heteromorfica esta presente

en plantas con heterostilia, en este caso hay una correspondencia entre los individuos com-

12



patibles y los morfos florales, incluso puede haber diferencias en el grado de autoincompati-
bilidad y mecanismo de respuesta entre los morfos (Barrett y Cruzan, 1994; Allen y Hiscock,
2008; Igic et al., 2008; Klein et al., 2009; Fernandes-Cardoso et al., 2018). Es importante
destacar que existen plantas heterostilicas autocompatibles (i.e., Barrett, 1988; Schoen et al.,
1997), aunque es probable que esto se deba a la pérdida del sistema de autoincompatibilidad
heteromdrfica y a una tendencia a la ruptura de la heterostilia, en general (Barrett, 2013).

Se denominan cruzas legitimas a aquellas que ocurren entre morfos opuestos, por lo
general son las Unicas que producen semillas (o un mayor numero de ellas), el resto de las
cruzas se conocen como ilegitimas: entre la misma flor, con otra flor del individuo o con otro
individuo del morfo igual (Barrett y Cruzan, 1994). Se han registrado varias respuestas fisio-
I6gicas después de la deposicidn de polen ilegitimo que explican la falla en la fecundacion,
incluyendo, falta de adhesion, hidratacion y germinacion de los granos de polen, inhabilidad
de los tubos polinicos de penetrar la zona estigmatica o interrupcion del crecimiento del tubo
polinico en el estilo u ovario, en muchas especies se presenta mas de una de estas respuestas,
formando una secuencia de barreras que de manera individual no son completamente efecti-
vas (Dulberger, 1992; Barrett y Cruzan, 1994).

2.7 Reproduccion asexual

Ademas de reproducirse de forma sexual, las angiospermas se destacan por tener gran
capacidad de reproduccion asexual, esto se refiere al desarrollo de un nuevo individuo sin la
formacion de un embrion, de dos formas principales: reproduccion vegetativa y apomixis
(Schmidt et al., 2015). En la reproduccion vegetativa se producen nuevos individuos a través
de teijdos de las raices, tallos y menos cominmente a partir de hojas o inflorescencias; mien-
tras que en el proceso de apomixis se producen semillas sin fecundacion, es decir son clones
de la planta madre (Silvertown, 2008). La reproduccion asexual es mas comun en especies
acuaticas, apomicticas, raras y amenazadas; las poblaciones de plantas invasoras también
tienen mayores tasas de clonalidad y es mas frecuente que este tipo de reproduccion ocurra
en los bordes de los rangos de distribucion de las especies (Grace, 1993; Philbrick y Les,
1996; Cronk y Fennessy, 2009). Sin embargo, segun Silvertown (2008) es méas probable que

esta serie de condiciones no son las que explican la persistencia de la reproduccién asexual,
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sino representan las situaciones donde la reproduccion sexual falla. Aun cuando la reproduc-
cién asexual esta tan asociada a las plantas acuaticas, solo hay pocos casos registrados de
especies sin la capacidad de producir semillas viables, como Utricularia australis R. Br. y
algunas poblaciones de especies de Armoracia G. Gaertn., B. Mey. y Scherb. y Neobeckia
Greene (Taylor, 1989; Les, 1994).

2.8 Plantas acuaticas

Las macrdéfitas acuaticas son un grupo de organismos acuaticos fotosintéticos ma-
croscopicos, tienen sus 6rganos vegetativos creciendo de manera permanente o periddica,
sumergidos, flotando o emergiendo de la superficie del agua, en cuerpos de agua dulce o
salobre al interior de los continentes, incluyendo cuerpos y cursos de agua permanentes, tem-
porales y efimeros; taxondmicamente incluyen macroalgas y plantas, particularmente, se han
registrado 3496 especies de plantas acudticas vasculares a nivel global (Chambers et al.,
2008; Murphy et al., 2019). Existen varios sistemas de clasificacion propuestos para las for-
mas de vida de plantas acuéticas, en general se reconocen cuatro tipos: emergentes, sumer-

gidas, libres flotadoras y enraizadas de hojas flotantes (Sculthorpe, 1985) (Figura 7).

emergente

enraizada de

libre flotadora ;
hojas flotantes

%Ssﬁ‘

sumergida

Figura 7. Diagrama de las formas de vida generales de plantas acuaticas. Fuente: Figura
modificada de Riemer (1984).

Las plantas acuaticas tuvieron su origen en al menos 50 eventos evolutivos indepen-

dientes ocurridos a distintos tiempos; algunos linajes son ancestralmente acuéticos a nivel de
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orden o familia, mientras que otras son especies acuaticas Unicas en géneros terrestres (Cook,
1990; Les et al., 1997; Cook, 1999). Debido a este origen polifilético, las plantas acuaticas
son muy diversas en su morfologia y ecologia, aunque también son comunes las convergen-
cias evolutivas (Du y Wang, 2014).

Los sistemas reproductivos de las plantas acuaticas son complejos y dificiles de ge-
neralizar, por la contribucion variable que tienen de reproduccion sexual y asexual (Philbrick
y Les, 1996; Cronk y Fennessy, 2009). Particularmente, la mayor parte de las angiospermas
acuaticas retuvieron la floracién y, por lo tanto, el sistema de polinizacion de sus ancestros
terrestres, la otra alternativa; la evolucion de la hidrofilia es la divergencia mas notable dentro
de la evolucion de los sistemas de polinizacion de las angiospermas, y esta presente solo en
26 géneros y unas 130 especies (Cox, 1988, Philbrick y Les, 1996; Du y Wang, 2014). El
habito acuéatico de una planta y su polinizacion terrestre presenta algunos posibles inconve-
nientes, como una posible disrupcion en la transferencia del polen o su inviabilidad por el
contacto con el agua (Corbet, 1990). Durante su evolucién, algunas especies han desarrollado
caracteristicas para evitar el contacto con el agua, por ejemplo, hojas modificadas, tallos y
pedunculos que sostienen a flores emergentes del agua (Sculthorpe, 1985; Philbrick y Les,
1996). Ademas, con la conservacion de un sistema reproductivo terrestre, se podria esperar
que plantas acuaticas y terrestres compartan algunos de sus polinizadores; aunque con flores
de plantas acuaticas la interaccion no se relaciona solamente con recompensas florales, como
es comun de la polinizacion en el medio terrestre; las visitas a las flores de plantas acuaticas
también pueden deberse a su uso como lugares para apareamiento, refugio o proteccion y

para captura de presas (Philbrick y Les, 1996).

La forma de reproduccion vegetativa puede ser determinante en varios procesos po-
blacionales de plantas acuéticas, como su establecimiento, crecimiento y persistencia, tal es
el caso de la exitosa proliferacion de varias especies de plantas acuaticas fuera de sus rangos
de distribucion nativa (Philbrick y Les, 1996). Entre los factores que probablemente han fa-
vorecido la reproduccion asexual en plantas acuéticas estan la reduccion de tejidos de soporte
mecanico y de conduccion, asi puede ocurrir fragmentacion y establecimiento de estos frag-

mentos, sin consecuencias negativas por dafo en el tejido de conduccion y la inmediatez del
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medio acudtico para el establecimiento de propéagulos. Asimismo, en algunas especies se ha
observado una relacion inversamente proporcional entre produccion de flores y semillas en
relacién con biomasa vegetativa, probablemente resultado de una disyuntiva en la asignacion
de recursos, en algunos plantas incluso, se desarrollan turiones en los tallos florales (Philbrick
y Les, 1996; Adamec, 2018). El desempefio de la reproduccion asexual a través de érganos
especializadas esté relacionado con otras funciones que llevan a cabo simultdneamente, in-
cluyendo la dispersién, adquisicion de recursos, almacenamiento, proteccion, anclaje y pere-

nacion (Grace, 1993, Cronk y Fennessy, 2009).
2.9 La familia Menyanthaceae

Menyanthaceae Humor. es una familia cosmopolita con seis géneros: Liparophyllum
Hook. f., Menyanthes L., Nephrophyllidium Gilg, Nymphoides Ség., Ornduffia Tippery & Les
y Villarsia Vent (Tippery y Les, 2009). Con un total de entre 60 y 70 especies de plantas herba-
ceas gque habitan ambientes acuaticos o humedos. Sus flores son llamativas, de corolas blan-
cas, rosadas o amarillas, y producen néctar por cinco glandulas o un disco en la base del
ovario (Kadereit, 2007). La heterostilia es una condicion ancestral para la familia y ha sido
perdida evolutivamente varias veces de manera independiente (Tippery et al., 2008). Algunas
especies son hermafroditas homostilicas (con solo un morfo floral), ademas de cuatro espe-
cies dioicas (con individuos exclusivamente femeninos o masculinos) y una especie gino-
dioica (con individuos hermafroditas y otros solamente femeninos) dentro del género
Nymphoides (Kadereit, 2007). La reproduccion asexual cominmente es por division de las
plantas, resultando en rametos individuales, ademas puede haber regeneracion vegetativa a
partir de porciones de rizoma desprendidas de plantas ya establecidas, y algunas especies
producen estolones que comienzan a enraizar y posteriormente se separan de la planta madre
(Kadereit, 2007). Los frutos de la mayoria de las especies de esta familia son capsulas que
pueden ser dehiscentes o indehiscentes, en Nymphoides las infrutescencias estan sumergidas
y los frutos se abren después de la descomposicion de los pedinculos que los sostienen
(Kadereit, 2007). La dispersion de las semillas generalmente es a través del agua, promovida
por su flotabilidad, debido a la presencia de pelos o células llenas de aire y a su superficie
hidrofobica (Chuang y Ornduff, 1992; Kadereit, 2007). Los pelos de algunas especies pueden
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servir para epizoocoria: dispersion por superficies externas de animales, como el caso de N.

peltata y su dispersion por aves acuaticas (Cook, 1990).

Nymphoides es un género con alrededor de 56 especies de plantas herbaceas acuéaticas
tropicales y subtropicales, casi siempre perennes, con rizomas que producen raices adventi-
cias, estolones y hojas, sus flores crecen en cimas o conjuntos parecidos a umbelas, casi
siempre son pentameras (algunas tetrameras; N. indica cominmente tiene seis o Siete pétalos)
(Tippery y Les, 2011; Tippery com. pers., POWO, 2022). En Norteamérica hay cuatro espe-
cies nativas de Nymphoides, en Estados Unidos: N. aquatica y N. cordata, ambas dioicas y
en México: N. fallax y N. humboldtiana (Tippery y Les, 2011; Lot, 2017).

2.10 Especie focal: Nymphoides fallax

Nymphoides fallax Ornduff es una planta herbacea acuatica, tetraploide (2n = 36 cro-
mosomas), enraizada de hojas flotantes, cominmente perenne; tiene inflorescencias en fas-
ciculos, con 2 a 20 flores sumergidas antes y después de la antesis, la corola es amarilla y
esta compuesta de I6bulos oblongos con pubescencia densa, alas fimbriadas en sus margenes
y una serie de pelos cerca de la base, sus frutos son capsulas de ovoides a globosas, contienen
de 10 hasta 29 semillas con tubérculos solitarios o en grupos de 2 a 6, en densidad variable o
bien pueden ser lisas (Ornduff, 1969; Lot, 2017; Calderén-de Rzedowski y Marroquin, 2010;
Lobato-de Magalhdes y Martinez, 2020). Es una especie recurrente en humedales del centro
de México, tipicamente en densidades altas (Figura 8) (Lobato-de Magalhdes y Martinez,
2018; Lobato-de Magalhdes et al., 2019).

Su anatomia es tipica de una planta acuética: tiene abundante aerénquima en todos
los 6rganos a excepcion de las raices, las terminaciones de las venas de las hojas terminan en
hidatodos o estomas poco diferenciados sin mecanismo de apertura y cierre, e hidropoten o
grupos de celulas pequefias y abultadas en el envés de las hojas (Martinez y Gomez-Sanchez,
2006). Se han encontrado 75 especies de zooplancton (de una comunidad de 92 especies en
total) asociadas a N. fallax en un cuerpo de agua del Estado de México (Espinosa-Rodriguez
etal., 2021). Asimismo, se ha cuantificado la variacion de biomasa en estratificacion vertical

durante un ciclo anual, en una laguna del estado de Hidalgo. La produccion anual neta fue de
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3070.1 g PS m2 (gramos de peso seco por metro cuadrado), alcanzando su maximo en junio,
los 6rganos tienen una contribucion variable a la biomasa: 10% de las hojas, 40% de los
peciolos y tallos, las raices y deméas dérganos subterraneos un 50% (Quiroz-Flores et al.,
2014).

Nymphoides fallax es una especie distilica (Figura 9) que ademas de tener hercoga-
mia, presenta diferencias en el tamafio de varias caracteristicas florales, destacan diferencias
en el tamafio del estigma, de las papilas estigmaticas y de los granos de polen (Figuras 10 y
11). Sin embargo, tiene un nimero similar de dvulos y una produccion de semillas equitativa
en una poblacion estudiada de un humedal temporal del centro de México (Lobato-de Ma-
galhdes y Martinez, 2020). Es notable, la falta de informacidn respecto a la reproduccion y

al sindrome heterostilico, destacando la existencia y efectividad de incompatibilidad en la

mayoria de las especies (Tippery y Les, 2011).

Figura 8. Varios individuos de Nymphoides fallax en floracion. Fuente: Fotografia de Ta-
tiana Lobato de Magalhdes.
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Figura 9. Flores de los morfos S (a) y L (b) de Nymphoides fallax. Fuente: Adaptado de
Lobato-de Magalhées y Martinez (2020).

Figura 10. Granos de polen del morfo S (a), del morfo L (b), y papilas del estigma del
morfo S (c) y del morfo L (d) de Nymphoides fallax. Fuente: Adaptado de Lobato-de Ma-
galh&es y Martinez (2020).
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3. HIPOTESIS

H1: El sistema de apareamiento de Nymphoides fallax sera la xenogamia y expresara auto-
incompatibilidad heteromorfica, es decir, las cruzas intermorfo seran las Unicas que produz-

can semillas o en mayor cantidad.

H2: Las poblaciones dimdrficas seran isopléticas, esto se refiere a una proporcion equitativa

de los morfos.

H3: El sistema de polinizacion de Nymphoides fallax sera generalista, con visitantes florales

de varios ordenes de insectos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir aspectos de la biologia reproductiva de Nymphoides fallax.

4.2 Objetivos particulares

i.  Determinar el sistema de apareamiento y probar si existe autoincompatibilidad hete-

romorfica en N. fallax;

ii.  Describir aspectos la fenologia floral, estimar la relacion polen/6vulo y la viabilidad

de los granos de polen de N. fallax;

iii. Estimar la proporcion de morfos florales en poblaciones de N. fallax en estado natu-

ral;

iv. ldentificar el ensamblaje de visitantes florales en poblaciones de N. fallax en estado

natural, y estimar su tasa de visitas a las flores.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Area de estudio y colecta de plantas para cultivo

El &rea de estudio estd ubicada en los municipios de Pedro Escobedo, Amealco de
Bonfil, Huimilpan y San Juan del Rio del estado de Querétaro, México. El clima de la region
es templado subhtimedo con lluvias en verano (tipo C(w2)) (UNAM, 2012). La region forma
parte de la provincia fisiografica de la Faja VVolcanica Transmexicana y la vegetacion circun-
dante se compone de bosque de encino y pastizales, aunque existe degradacién por la pre-
sencia de actividades agricolas (Martinez y Garcia-Mendoza, 2001; CONABIO, 2022). Las
poblaciones se localizan en siete cuerpos de agua naturales y alterados, en estos cuerpos de
agua se colectaron plantas para cultivo para observaciones sobre la fenologia de la flor y para
el experimento de polinizacion controlada. Las poblaciones, adicionalmente fueron utilizadas
para el conteo de morfos, para la observacion y colecta de visitantes florales (Cuadro 2) (Fi-
gura 11).

Cuadro 2. Sitios de estudio. C= colecta de plantas para el experimento de polinizacion con-
trolada, M= conteo de morfos, O= observacion de visitantes florales.

Sitio Municipio Coordenadas Altitud Actividades
geograficas (Lat, Long) (m.s.n.m.) realizadas
1 Pedro Escobedo 20°24°38.2°°N, 100°15°58.6°°0 2302 CMO
2 Pedro Escobedo 20°24°57.6°°N, 100°15°53.9°°0 2257 MO
3 Amealco de Bonfil 20°17°25.6°°N, 100°11°05.4°0O 2312 MO
4 Amealco de Bonfil 20°18°10.4°°N, 100°12°52.7°0O 2381 M
5 Pedro Escobedo 20°23°55.3°°N, 100°16°03.6°O 2316 CMO
6 Huimilpan 20°21°20.0°N, 100°16°28.0°O 2339 CM
7 San Juan del Rio 20°19°43.1°°N, 100°07°56.0°°O 2227 C

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 11. Sitios de estudio en los municipios de Pedro Escobedo, Amealco de Bonfil, Hui-
milpan y San Juan del Rio, en el sur del estado de Querétaro. C= colecta de plantas para el
experimento de polinizacién controlada, M= conteo de morfos, O= observacion de visitantes
florales. Fuente: Elaboracién propia.
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Los humedales temporales de esta region se mantienen con agua durante seis a nueve
meses, su formacidn generalmente ocurre entre mayo y junio, en lugares de relieve plano y
drenaje deficiente, su desecacion ocurre entre diciembre y febrero, aunque hay afios que no
se forman (Figura 12) (Martinez y Garcia-Mendoza, 2001; Zamudio et al., 1992). Los hume-
dales temporales de la zona albergan gran diversidad de plantas acuéticas, aunque presentan
alta presion por degradacion antropica debido a su cercania a poblaciones humanas. Estos
sitios son vulnerables a procesos de excavacion, conversion a presas, drenaje, polucién y
conversion de uso del suelo (Lobato-de Magalhdes y Martinez, 2018). En la region, ademas,
son comunes los bordos, estos son presas pequefias construidas o muchas veces promovidas
en sitios que fueron humedales naturales y llegan funcionar como habitat crucial para las
especies de plantas y animales acuaticas (Martinez y Garcia-Mendoza, 2001; Lobato-de Ma-

galhdes y Martinez, 2020).

Entre marzo y mayo de 2021 se colectaron al menos 10 plantas por poblacién en
cuatro poblaciones de Nymphoides fallax (Figura 12) para cultivo en el Jardin Botanico de la
Universidad Auténoma de Querétaro. Las plantas colectadas fueron cultivadas en tinas de
210 L con sustrato compuesto de tierra negra, arena, tepojal y fertilizante osmocote (en pro-
porciones 3:1:1:1), la mayoria de las plantas fueron colocadas en macetas sobre el sustrato
de la tina. Estas plantas fueron utilizadas para observacion de la fenologia floral, para el

conteo de polen y 6vulos, y el experimento de polinizacion controlada.
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Figura 12. Fotografias de algunos sitios de estudio: sitios 1, 3y 5 (cuerpos de agua temporal),
sitio 2 (cuerpo de agua permanente). Fuente: Tatiana Lobato-de Magalhées.
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5.2 Fenologia floral, relacion polen/6vulo y viabilidad del polen

Las observaciones de la fenologia floral se llevaron a cabo en mayo de 2021. Se hizo
el seguimiento de 45 botones florales de varios individuos para describir: horario de antesis,
duracién de las flores y dehiscencia de las anteras (Dafni, 1992). A partir de la antesis de la
flor, las observaciones se realizaron a intervalos de 10 minutos. Para probar la receptividad
del estigma se utilizaron 21 flores colectadas en tres horarios: 12 alrededor de las 9:45 am
(cerca de la hora de antesis), 9 a las 12:45 pm (3 horas posterior a la antesis) y 6 a las 15:45
pm (6 horas posterior a la antesis). Se realiz6 la prueba de presencia de peroxidasas, aplicando
una gota de peroxido de hidrogeno con una pipeta de Pasteur a los estigmas y en caso de
registrar burbujeo (un indicativo de actividad enzimatica) se considero receptivo el estigma

(Kearns e Inouye, 1993).

La relacion polen/évulo (P/O) se obtuvo con seis flores de cada morfo, aisladas pre-
viamente a su antesis para evitar pérdida de polen con el método propuesto por Cruden
(1977). Se separd una antera de cada flor en un tubo de microcentrifuga con 600 pL de hi-
dréxido de potasio (KOH) al 10%, se calentaron los tubos a bafio maria por 15 minutos para
romper los tejidos de la antera y obtener el mayor nimero de granos de polen posible, poste-
riormente se usé una centrifuga a 2000 rpm por 2 minutos para homogeneizar las muestras.
El nimero de granos de polen en cada tubo se estimé con 10 pL de la muestra un contador
celular (Corning Cell Counter) y se hizo la conversion para el volumen de la muestra. Los
ovarios de las flores se diseccionaron bajo microscopio estereoscépico para contar el nimero

de 6vulos (Méarquez et al., 2016).

Para evaluar la viabilidad del polen, se usaron siete flores del morfo L y cuatro del
morfo S. Se colocaron todas las anteras de cada flor en un tubo de microcentifruga de 1.5 mL
y se afiadieron 200 pL de reactivo de Alexander, después se homogeneizaron con un mez-
clador de vortice. De cada tubo se tomaron 15 L, se colocaron en un portaobjetos para su
observacion en el microscopio optico con el objetivo de 10x; en 10 campos se contd el nu-
mero de granos de polen viables y no viables, este Gltimo paso se repitid tres veces para tener
un total de 30 campos por flor. El reactivo de Alexander tifie los granos de polen viables de

tonalidad morada y la cubierta celular verde (Méarquez et al., 2016).
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5.3 Experimento de polinizacion controlada

Una vez que las plantas se establecieron y comenzaron su floracién, se hicieron seis trata-
mientos de polinizacion controlada y dos controles (uno para cada morfo) siguiendo la me-
todologia modificada de Haddadchi (2013) y Massinga et al., (2005): dos cruzas entre morfos
opuestos (S x L; L x S), dos entre el mismo morfo, pero en diferentes individuos (S x S; L x
L), dos de autopolinizacion y dos grupos control, es decir, flores sin manipulacion (Cuadro
3). Por cada tratamiento y control, se realizaron 10 repeticiones (N=80), usando flores suce-
sivas de las mismas plantas. Cada flor fue aislada antes de la antesis con una bolsa de perga-
mino sostenida por una estaca de madera enterrada en el sustrato de la tina, para evitar fuentes
externas de granos de polen (Figura 14). Una vez ocurrida la antesis se transfirid polen
deseado al estigma de la flor, usando un tridngulo pequefio y desechable de papel filtro, pos-
teriormente se volvieron a aislar las flores (Dafni, 1992). Se registro el estado de los restos
de la flor a las dos y cuatro semanas después de haberse efectuado la cruza. El primer registro
funcioné como un indicador preliminar para determinar si se estaba desarrollando un fruto,

y el segundo corresponde a la fecha aproximada para la colecta de los frutos. Se registro el

tiempo de formacion de los frutos y el nimero de semillas contenidas.

Figura 13. Aislamiento de flores para el experimento de polinizacién, para cada una se usé
una bolsa de pergamino sostenida por una pinza a una estaca delgada de madera, enterrada
en el sustrato de la tina. Fuente: Elaboracién propia.
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Cuadro 3. Tratamientos y grupos control del experimento de polinizacion manual, se indica
el morfo donador y receptor de polen.

Tratamiento Donador de polen Receptor de polen

SxL S L
LxS L S

SxS S S (diferente individuo)

LxL L L (diferente individuo)
Autopolinizacion S S S
Autopolinizacién L L L
Control S - -
Control L - -

Fuente: Elaboracion propia.
5.4 Proporcion de morfos en poblaciones naturales

Los humedales se recorrieron en transectos paralelos a los margenes del humedal para
registrar el nmero de individuos de cada morfo y obtener su proporcion, considerando una
distancia minima de 3 metros entre individuos, en caso de encontrar una densidad alta de
individuos se contaron minimo 100 individuos, para poblaciones pequefias se considero6 toda
la poblacion (Haddadchi, 2013; Lobato-de Magalhédes y Martinez, 2020) (Apéndice B).

5.5 Observacioén de visitantes florales

Para estimar la tasa de visitas a las flores, en cada visita a los sitios se realizaron ocho
observaciones de 15 minutos. Se conté el nimero de flores observadas y el niUmero de visitas
a las flores, el criterio fue que hubiera contacto con el estigma, las anteras o con la parte
interna de la flor. En campo, se identifico visualmente a los visitantes al menor nivel taxon6-
mico posible, y al menos a nivel de orden (i.e., Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Coleop-
tera). La finalidad del muestreo no destructivo es evitar afectar la abundancia y comporta-

miento de los visitantes durante el resto de las observaciones (Stewart y Waitayachart, 2020).
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Las unidades de muestreo se establecieron en parches de entre 8-34 flores dependiendo de la
disponibilidad y al menos una distancia entre si de 5 metros, siguiendo la metodologia mo-
dificada de Dietzsch et al., (2011) (Apéndice B). Se intentaron repartir equitativamente las
unidades de muestreo dentro del cuerpo de agua, de ser posible se dividié en cuatro cuadran-
tes (dos unidades de muestreo en cada cuadrante), pero esto dependid de la distribucion de

Nymphoides fallax (a veces irregular) dentro del cuerpo de agua.
5.6 Observacion de polen en el cuerpo de visitantes florales selectos

Se colectaron algunos insectos con red entomoldgica y frascos a manera de camara
letal, para su observacion en el microscopio electronico de barrido EVO-50 Carl Zeiss (Carl
Zeiss Microlmaging, Jena, Alemania) utilizando el software SmartSEM® v05.06, para exa-
minar si transportaban granos de polen de Nymphoides fallax y la parte del cuerpo de adhe-
rencia. Los insectos fueron seleccionados después de las primeras observaciones de visitantes
florales, los criterios de seleccion fueron la frecuencia y duracion de sus visitas a las flores,
ademas de su comportamiento en ellas. Se observaron individuos de los tres visitantes mas
frecuentes: una abeja melifera (Apis mellifera), tres dipteros de la familia Ephydridae (agru-
pados en el segundo visitante mas frecuente), un diptero de la familia Syrphidae y un diptero

de la familia Stratiomyidae (ambos agrupados en el tercer visitante mas frecuente).
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6. RESULTADOS
6.1 Fenologia floral, relacion polen/6vulo y viabilidad del polen

Las flores de Nymphoides fallax son diurnas y tienen una duracion de un dia, la antesis
puede comenzar desde las 8:40 h, pero la mayoria se concentra desde las 08:50 h hasta las
09:20 h en plantas en cultivo. En el campo se observo el mismo horario de antesis de las
flores (Figura 14, 15). Desde su apertura, las anteras estan dehiscentes y con polen disponible.
Apis mellifera comienza a visitar las flores, incluso cuando los pétalos ain no se extienden
por completo. A las 15:40 h la mayoria de las flores se observaron marchitas, a las 17:40 h
algunas comienzan a hundirse, mientras los botones florales que abriran el siguiente dia co-
mienzan a emerger del agua. Al dia siguiente, el céliz sigue persistente, hay restos de la co-
rola, muchas mantienen el estilo y algunas incluso el estigma. Todas las flores en las que se
evaluo la receptividad del estigma presentaron burbujeo al contacto con perdxido de hidré-
geno, en los tres tiempos analizados (09:45, 12:45 y 15:45 h), sugiriendo que el estigma es

receptivo durante la mayor parte de la vida de la flor (Figura 16).

Una vez que las plantas se establecieron y comenzé su floracién, se realizo el conteo
del ndmero promedio de granos. Este fue inferior en el morfo S (morfo S: 65000+13247
granos de polen/flor, 16.5+7.69 Ovulos/flor, 44423.69+1288.88 granos de polen/6vulo;
morfo L: 80750+27654.57 granos de polen/flor, 14.5+3.73 6vulos/flor, 5756.14+1788.64
granos de polen/évulo) (Cuadro 4; Figura 17). No se encontraron diferencias significativas
entre los morfos para el nimero de granos de polen (F= 1.58, gl= 1, p= 0.23), 6vulos (F=
0.32, gl=1, p=0.57) y relacién polen/évulo (F= 2.19, gl= 1, p= 0.16). Se encontr¢ alta via-
bilidad de los granos de polen, con valores del 80 a 100 %; promedio 96.54% (Cuadro 5;
Figuras 18, 19).
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Figura 14. Antesis de las flores de Nymphoides fallax. EI cambio mas notorio es el desdo-
blamiento de los pétalos. Todas las fotografias corresponden a una flor del morfo L, a excep-
cién de la flor abierta. Fuente: Fotografias de Manuel Navarrete y Tatiana Lobato de Magal-
h&es.
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2
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Figura 15. Acumulacion de flores en antesis en un periodo de dos horas (8:40-10:40 hrs).
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 16. Burbujeo en el estigma de una flor de morfo L al contacto con perdxido de hidro-
geno, sugiriendo que se encuentra receptivo. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 17. Granos de polen (sefialados con flechas negras) observados con el contador de
células. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Granos de polen viables tefiidos con el reactivo de Alexander, observados en el
microscopio optico. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19. Granos de polen en el estigma de Nymphoides fallax observados en microscopio
electronico de barrido. Fuente: Fotografia de Ana Lucia Tovar.
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Cuadro 4. Numero de granos de polen, évulos y relacion polen/évulo (P/O) de los morfos
S, L y en conjunto.

Caracteristica Morfo S Morfo L Ambos morfos

Granos de polen/flor 65000 + 13247.64 80750 + 27654.57 72875 + 22249.74

(media £ desviacion estandar)

Ovulos/flor 16.5+7.69 145+3.73 15.5+5.85

(media £ desviacion estandar)

Relacion polen/6vulo 4423.69 + 1288.88 5756.14 + 1788.64 5089.91 + 1641.19

(media £ desviacion estandar)

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 5. Porcentaje de viabilidad de los granos de polen divididos por morfo y en conjunto.

Morfo S Morfo L Ambos morfos
Rango 98.82 — 100% 80 — 98.14% 80-100%
Promedio 99.24% 94.99% 96.54%

Fuente: Elaboracion propia.

6.2 Experimento de polinizacion controlada

Los tratamientos intermorfo fueron los més exitosos en la produccion de frutos: S x
L (90%) y L x S (80%). Los tratamientos de autopolinizacién e intramorfo en general no
produjeron frutos, con excepcion de dos cruzas de autopolinizacion L (20%), una cruza in-
tramorfo S (10%) y una cruza intramorfo L (10%). El tratamiento de autopolinizacion Sy
los grupos control no produjeron frutos. El tiempo de formacion de frutos vario entre 27 y 44
dias, en promedio 34.84 dias (Cuadro 6). Los tratamientos que produjeron mas semillas de
forma significativa (F= 15.94, gl= 7, p= 1.83,10*2) fueron las cruzas intermorfo (S x L; L x

S) (Figura 20). En promedio, S x L produjo 10.6 semillas, L x S 7.9 semillas, el tratamiento
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de autopolinizacion L produjo 0.6 semillas y, por ultimo, ambas cruzas intramorfo, 0.1 semi-
llas. Respecto al numero de semillas promedio por fruto, se mantiene el mismo orden: S x L
(11.78 semillas), L x S (9.88 semillas), autopolinizacion L (3 semillas) y ambas cruzas intra-
morfo (1 semilla) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de frutos desarrollados, nimero de semillas por tratamiento, por fruto
y nimero de dias para la formacion de semillas. S x L= cruza intermorfo (polen de morfo S
sobre estigma de morfo L), L x S= cruza intermorfo (polen de morfo L sobre estigma de
morfo S), S x S= cruza intramorfo S, L x L= cruza intramorfo L, A-S= autopolinizacion
morfo S, A-L= autopolinizacion morfo L, C-S= control morfo S, C-L= control morfo L.

Observacion/Trata-

( SxL LxS SxS LxL AS AL CS CL
miento
Porcentaje de frutos 90% 80% 10% 10% 0%  20% 0% 0%
desarrollados
NUmero de semillas
(por “atam'e”g?) 0(106)16 0(79)24 0(01)1 0011 _  0(06)3
minimo (promedio) +55 +77 +0.3 +0.3 +1.3

maximo * desvia-
cion estandar

Numero de semillas

(por fruto) minimo

(promedio) maximo

+ desviacién estan-
dar

4(11.8)16 3 (9.9) 24
+4.4 +73

3(3)3
1M1 1)1 - i()) -

Numero de dias pro-
medio para forma- 34.5 36.6 27 33 - 35 - -
cion de semillas

Fuente: Elaboraciéon propia.
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Figura 20. Produccion de semillas por tratamiento. Las barras representan los rangos de da-
tos. El tratamiento S x L tiene una media de 10.6 y mediana de 12.5 (linea). El tratamiento L
x S tiene una media de 7.9 y mediana de 5 (linea). * = diferencias significativas (p= 1.83x10"
12 Fuente: Elaboracion propia.

Dos semanas después de haberse realizado la cruza, era evidente si el ovario se estaba
desarrollando en fruto, debido a su color verde y ensanchamiento. Sin embargo, en los frutos
producidos por los tratamientos intramorfo y de autopolinizacion no fue asi, el ovario se
encontraba parecido a su tamafio inicial y se parecia mas a aquellos casos donde no hubo
fecundacidn exitosa. En algunos casos, una porcion de la planta incluyendo los sus frutos en
desarrollo y su hoja asociada se separaron del resto del individuo, los frutos continuaron su
desarrollo mientras crecian raices. La flor receptiva de polen de una repeticion del trata-

miento L x S, tenia seis verticilos florales (no cinco como casi todas), produjo tres semillas.
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6.3 Proporcion de morfos en poblaciones naturales

La mayoria de las poblaciones estudiadas tiene una proporcion cercana a 1:1 (sitios
1, 3,4y 5),y en dos poblaciones solo se encontrd el morfo L (de estilo largo) (sitios 2 y 6)
(Cuadro 7). Es destacable mencionar que en los sitios con presencia de ambos morfos se
observé una gran cantidad de semillas flotando en la superficie del agua (Figura 21), lo que
no fue observado en los dos sitios con morfo de estilo largo.

Cuadro 7. Porcentaje de individuos de cada morfo floral en poblaciones naturales de
Nymphoides fallax.

Sitio Porcentaje de morfos %
S L
1 49 51
2 0 100
3 S7 43
4 62 38
5 51 49
6 0 100

Fuente: Elaboracidn propia.
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Figura 21. Semillas flotando en la superficie del agua en el sitio 1. Fuente: Fotografia de
Manuel Navarrete.

6.4 Observacion de visitantes florales

Se registraron 944 visitas de 28 morfoespecies a 891 flores de Nymphoides fallax en
un periodo de 600 minutos de observacion. Los visitantes florales pertenecen a seis ordenes
de insectos: Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Odonata y Hemiptera y uno de
aracnidos: Araneae (Cuadro 8). Los visitantes mas frecuentes fueron: la abeja melifera (Apis
mellifera) (Figura 22) con 43.64% del total de visitas, seguida de dipteros pequefios (tamafio
4-5 mm; Figura 23) con el 33.26% y un grupo de dipteros méas grandes (tamafio 7.5-9 mm;
Figura 24) realiz6 el 7.2% de las visitas. En ambos grupos de dipteros, no se hizo distincion
entre morfoespecies durante las observaciones. Otros visitantes menos frecuentes fueron los
lepidopteros Leptophobia aripa, Catasticta nimbice (Figuras 25 y 26) y una mariposa perte-
neciente a la familia Hesperiidae. La tasa de visitas a las flores de Nymphoides fallax en las
unidades de muestreo varié entre 0 y 4.87 visitas por minuto, el promedio fue de 1.57 visitas
por minuto. EI promedio de tasa de visitas en el sitio 1 fue de 1.23 visitas por minuto, en el
sitio 2 de 1.83 y en el sitio 3 de 1.74.
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Cuadro 8. Numero de morfoespecies de visitantes florales de Nymphoides fallax por orden,
numero de visitas y porcentaje que representan.

Orden Numero de morfoespecies NuUmero de visitas a las flo-
res (porcentaje que repre-
sentan del total)

Diptera 13 487 (51.59%)
Hymenoptera 3 436 (46.19%)
Lepidoptera 3 5 (0.52%)
Coleoptera 3 5 (0.52%)
Odonata 2 3 (0.32%)
Hemiptera 2 7 (0.74%)
Araneae 1 1 (0.11%)

Fuente: Elaboracion propia.

-

Figura 22. Apis mellifera visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 3. Fuente: Fo-
tografia de Tatiana Lobato de Magalhdes.
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Figura 23. Diptero de la familia Ephydridae (agrupado en el segundo visitante mas fre-
cuente) visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 2. Fuente: Fotografia de Tatiana
Lobato de Magalhdes.

Figura 24. Diptero de la familia Stratiomyidae (agrupado en el tercer visitante mas frecuente)
visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 3. Fuente: Fotografia de Tatiana Lobato
de Magalhées.
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Figura 25. Leptophobia aripa visitando una flor de Nymphoides fallax en el sitio 2. Fuente:
Fotografia de Tatiana Lobato de Magalhdes.

-

Figura 26. Catasticta nimbice visitando una flor de Nymphoides falax en el sitio 2. Fuente:
Fotografia de Tatiana Lobato de Magalhdes.
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6.5 Observacion de polen en el cuerpo de visitantes florales selectos

Se encontro presencia de carga polinica de Nymphoides fallax en tres visitantes: en
la abeja Apis mellifera se observo en la parte ventral del torax, las corbiculas y la probds-
cide (Figura 26), en uno de los dipteros de la familia Ephydridae el sitio de adhesion fue la
parte dorsal del térax (Figura 27), mientras que en el diptero de la familia Stratiomyidae la

carga polinica se observo en el lado ventral del térax y abdomen (Figura 28).
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Figura 27. Carga polinica de Nymphoides fallax en la probéscide (a), térax (b y ) y acerca-
miento a la corbicula (d) de una abeja melifera (Apis mellifera). Fuente: Fotografia de Ana
Lucia Tovar.
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Figura 28. Carga polinica de Nymphoides fallax en la parte dorsal de térax de un diptero
(familia Ephydridae). Fuente: Fotografia de Ana Lucia Tovar
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Figura 29. Carga polinica de Nymphoides fallax en la parte dorsal de térax (ay b) y abdomen
(cy d) de un diptero (familia Stratiomyidae). Se muestra un acercamiento a cuatro granos de
polen (d). Fuente: Fotografia de Ana Lucia Tovar.
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7. DISCUSION

El modelo de longevidad floral 6ptima de Ashman y Schoen (1997), considera la du-
racion de la flor como resultado de una estrategia de asignacion de recursos, que se compone
de la interaccion de varios factores, incluyendo el costo de mantenimiento de una flor y su
relacion con el costo de formacion de una nueva, la tasa a la que se recibe polen para fecundar
alos dvulos y la tasa a la que el polen es dispersado, entrando en competencia para fecundar
ovulos de otras flores. En esta investigacion se observo que las flores de Nymphoides fallax
son diurnas y tienen una duracion de un solo dia. Esto también ocurre en otras especies del
género, incluyendo N. peltata y N. geminata (van-der-Velde y van-der-Heijden, 1981; Had-
dadchi y Fatemi, 2015). Es probable que la corta duracion de las flores de N. fallax, se rela-
cione con un costo alto de mantenimiento, esto se ha observado en especies que florecen de
manera secuencial donde se superponen la floracién y fructificacion (Ashman y Schoen,
1997), como lo hace N. fallax en poblaciones de humedales temporales en tierras altas del
centro de México. Nymphoides fallax tiene una época de floracion amplia de junio a noviem-
bre y cada individuo tiene un nimero alto de botones florales (96.81 + 88.78) y frutos (121.25
+ 91.13) pero pocas flores en antesis de manera simultanea (5.81 + 4.36) (Lobato de Magal-
haes y Martinez, 2020). La longevidad de las flores también contribuye a determinar el ta-
mafio del despliegue floral y su duracion, e influye en el atractivo de la planta y en el patron
de apareamiento (Primack, 1985; Ashman, 2004). Nymphoides fallax frecuentemente pre-
senta una sola flor por inflorescencia (Lobato de Magalhdes y Martinez, 2020), esto podria
reducir la posibilidad de geitonogamia (Ashman, 2004). Ademas, al encontrarse ambas fun-
ciones reproductivas en la flor, de manera simultanea, se infiere que la reduccion de la inter-
ferencia sexual depende solamente de la heterostilia (Dai y Galloway, 2011). Asimismo, se
registré alta viabilidad de los granos de polen (69 - 100%), como anteriormente se ha repor-
tado para otras especies heterostilicas de la familia Menyanthaceae (i.e., Ornduffia parnassi-
folia y Liparophyllum lasiospermum) (Ornduff, 1986).

La relacion polen/ovulo es un indicador conservador del sistema de apareamiento de
las plantas, sin embargo, hay multiples casos donde los valores observados no concuerdan

con lo esperado, ya sea que cambie la magnitud de diferencia en el gradiente xenogamia-
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cleistogamia (i.e., Plitmann y Levin, 1990) o son valores completamente diferentes, influen-
ciados por otras caracteristicas de la especies, por ejemplo en aquellas que dispersan polen
agregado y no granos individuales, (i.e., Nazarov y Gerlach, 1997; Wyatt et al., 2000). La
relacion polen/dvulo encontrada en esta investigacion (5089.91 + 1641.19) sugiere que el
sistema de apareamiento de las poblaciones de N. fallax estudiadas es la xenogamia segln
Cruden (1977) y Erbar y Langlotz (2005). En otras especies del género Nymphoides nativas
de Australia, se han registrado valores mas bajos para la relacion polen/dvulo; en N. geminata
(especie homostilica con relacion polen/dvulo de 110.53) y en N. montana (especie distilica,
morfo L: relacién polen/évulo de 780.76, morfo S: 499.42; promedio: 640.09 (Haddadchi,
2013; Haddadchi y Fatemi, 2015).

La relacion polen/6vulo puede ser Gtil para proponer hipotesis sobre el sistema repro-
ductivo, y posteriormente probarlas con evidencia directa (Dafni, 1992; Erbar y Langlotz,
2005), por ejemplo, con un experimento de polinizacion controlada, como fue realizado en
esta investigacion. Es importante destacar, que la relacion polen/évulo y el sistema de apa-
reamiento no son caracteristicas fijas a nivel especifico, puede existir variacion entre las po-
blaciones, especialmente hacia los extremos de distribucion de la especie (Erbar y Langlotz,
2005; Whitehead et al., 2018). Nymphoides fallax se distribuye desde el norte de México
hasta Guatemala (Ornduff, 1969) o Megaméxico Il de acuerdo con Rzedowski (1991), las
poblaciones estudiadas en esta investigacion se encuentran hacia el centro de distribucion de
la especie, por lo tanto, es necesario evaluar la relacion polen/évulo y el sistema de aparea-
miento en otras zonas geograficas.

En especies heterostilicas, comunmente el Gnico tipo de fecundacion exitosa es resul-
tado de polinizacién legitima o intermorfo, debido a la presencia de un sistema de autoin-
compatibilidad que evita la fecundacion después de un evento de autopolinizacion y polini-
zacion intramorfo (Barrett y Shore, 2008). Los resultados del experimento de polinizacion
controlada coinciden que la xenogamia puede ser el sistema de apareamiento de Nymphoides
fallax y confirman la existencia de autoincompatibilidad heteromorfica. Las cruzas inter-
morfo fueron casi exclusivamente las Unicas exitosas en la produccion de frutos (S x L: 90%;
L x S: 80%) y contuvieron un numero promedio mayor de semillas por fruto (S x L: 11.78;

L x S: 9.88) en comparacion a los tratamientos intermorfo, autopolinizacion y control. En
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otras especies heterostilicas de la familia Menyanthaceae se ha encontrado también la pre-
sencia de autoincompatibilidad heteromorfica (i.e., Liparophyllum capitatum, L. latifolium,
L. congestiflorum y Ornduffia parnassifolia) y de varias otras familias (Ornduff, 1982; 1986;
Barrett y Cruzan, 1994).

Sin embargo, la produccién de semillas aqui registrada fue menor a la observada en
frutos colectados en poblaciones naturales por Lobato-de Magalhdes y Martinez (2020) (S:
promedio 18.92; L: promedio 17.24). Esta variacion en el niUmero de semillas obtenido en un
experimento de polinizacion controlada en plantas cultivadas, en contraste a plantas con po-
linizacion abierta en poblaciones naturales, puede ser resultado de limitacion de polen debido
a que se uso polen de una sola flor, mientras que las flores abiertas pueden ser polinizadas
por multiples visitantes e incrementar la produccion de semillas (Karron et al., 2006). Tam-
bién podria reflejar una variacion poblacional de la especie en el nimero de dvulos y semillas
(i.e., Mdller et al., 2000).

En poblaciones heterostilicas con autoincompatibilidad se espera una proporcién
equitativa de los morfos promovida por el apareamiento selectivo negativo (disassortative
mating), es decir fecundacion intermorfo (Barrett y Shore, 2008). Cinco de las siete pobla-
ciones donde se realiz6 conteo de morfos son dimdrficas (tienen ambos morfos) y en todas,
su proporcion fue cercanaa 1:1, sin embargo, dos poblaciones son monomaérficas (solo tienen
el morfo L). En especies con amplia capacidad de reproduccion vegetativa pueden ser mas
frecuentes las poblaciones monomérficas o con proporciones de los morfos sesgadas, parti-
cularmente en especies acuaticas, como Decodon verticillatus, Hottonia palustris, Menyant-
hes trifoliata y Nymphoides indica (Eckert y Barrett, 1995; Thompson et al., 1998; Shiba-
yama y Kadono, 2003; Brys et al., 2007). Cabe destacar que durante el conteo de morfos y
observacién de insectos, en las poblaciones dimorficas se observd una gran cantidad de se-
millas flotando en la superficie del agua, mientras que en las poblaciones monomorficas es-
taban ausentes. No se recopilaron datos acerca de la cantidad de semillas flotando en la su-
perficie o su presencia en el fondo de los humedales, pero se realizd colecta de semillas para
estudios futuros. ElI acomodo espacial de los morfos en poblaciones heterostilicas es otro

aspecto que puede tener efecto en el éxito reproductivo, algunas plantas con capacidad de
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reproduccion vegetativa pueden formar parches con alta abundancia de un solo morfo, pro-
moviendo baja deposicion de polen legitimo (i.e., Hicks et al., 1985; Nic-Lughadha y Parnell,
1989; Thompson et al., 1998). A pesar de tener capacidad de reproduccion vegetativa en
Nymphoides fallax es frecuente que individuos de ambos morfos se encuentren cercanos (Lo-
bato-de Magalhdes com. pers.), por lo que es necesario evaluar el efecto del acomodo espa-
cial de los morfos en las poblaciones de N. fallax sobre el éxito reproductivo.

En la teoria de sindromes de polinizacién, las flores que son polinizadas por grupos
de insectos como Diptera y Hymenoptera se encuentran entre las que tienen caracteristicas
mas diversas entre si y algunas de las menos especializadas (Rosas-Guerrero et al., 2014). El
registro de visitas a las flores de Nymphoides fallax incluye 28 taxa de seis ordenes de insec-
tos y uno de aracnidos. Los visitantes florales mas destacados por su nimero de visitas fueron
los dipteros, por representar un poco mas de la mitad de todas las visitas en 13 morfoespecies
diferentes, mientras que del resto de ordenes solo se registraron de 1 a 3 morfoespecies. Los
himendpteros también sobresalen con el 46.19% de las visitas, notablemente, casi la totalidad
de las visitas de este grupo corresponden a la abeja melifera (Apis mellifera), una especie
introducida ampliamente generalista (Geslin et al., 2017; Hung et al., 2018). Es destacable
que se observé un comportamiento de forrajeo similar en las abejas meliferas y los dipteros
de las familias Stratiomyidae y Syrphidae, aprovechando el polen y posiblemente néctar,
debido a que en algunas visitas los insectos tocaban la base del tubo floral. Aunque es nece-
sario confirmar la existencia de néctar floral en Nymphoides fallax y el mecanismo de secre-
cion. Comunmente en las plantas de la familia Menyanthaceae, las flores producen néctar en
la base del ovario (Kadereit, 2007).

Algunas de las interacciones entre insectos y flores de plantas acuéaticas no estan me-
diadas por ningun tipo de recompensa, sino estan relacionadas al uso de las flores como sitio
de apareamiento, refugio o captura de presas (Philbrick y Les, 1996), posiblemente esto se
debe a que las flores representan un espacio terrestre disponible en medio del agua. Es pro-
bable que este sea el caso de algunos visitantes florales de Nymphoides fallax, incluyendo los
odonatos, hemipteros, coleopteros y la Unica arafia que fue registrada visitando una flor, de-

bido a que su dieta se especializa en otras fuentes de alimento diferentes a las recompensas
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florales (comUnmente polen y néctar) por ejemplo, otros invertebrados o tejidos vegetales
(Motta y Uieda, 2004). Su baja frecuencia también sugiere que son visitantes accidentales y
potencialmente con menor impacto en la reproduccion de N. fallax (Shrestha et al., 2012;
Hong¢k et al., 2016). Ademas, algunos visitantes como los dipteros de la familia Ephydridae,
hemipteros y odonatos también fueron observados sobre otros érganos de N. fallax como
hojas y tallos, posiblemente reflejando un uso més general de toda planta y no de los recursos
florales en particular (van-der-Velde y van-der-Heijden, 1981). Aunque recientemente, ha
surgido interés por el estudio de visitantes florales poco frecuentes y los efectos indirectos
que pueden tener en la reproduccion de las plantas (i.e., Su et al., 2020). En otras plantas
acuaticas heterostilicas como Pontederia cordata, Eichhornia paniculata y Nymphoides pel-
tata, también se han registrado visitantes florales de varios grupos taxondmicos, en los que
se destacan también himenopteros (abejas, en particular) y dipteros, por la frecuencia de sus
visitas y por su comportamiento de forrajeo, aunque en las especies americanas P. cordata y
E. paniculata se registraron abejas nativas y algunas menos generalistas que Apis mellifera.
Otros visitantes menos frecuentes fueron lepiddpteros y una especie de colibri (van-der-
Velde y van-der-Heijden, 1981; Wolfe y Barrett, 1987; 1988; Husband y Barrett, 1992).

La presencia de carga polinica de Nymphoides fallax en algunos de los visitantes flo-
rales méas frecuentes, apoya a la idea que pueden ser polinizadores efectivos de la especie,
debido a que evaluacion de carga polinica es uno de los primeros acercamientos para conocer
el subconjunto de polinizadores entre el total de visitantes florales porque la efectividad de
un polinizador puede no estar relacionada con su abundancia y frecuencia de visitas
(Schemske y Horvitz, 1984; Johnson y Steiner, 2000; Jedrzejewska-Szmek y Zych, 2013).
En particular se ha observado que las cargas polinicas de las abejas generalmente son mayo-
res a las de los dipteros y su composicién en ambos estd méas relacionado con su tamafio y
especializacion ecologica, que con la composicion de recursos florales disponibles (Cullen
etal., 2021). Aunque en los insectos observados en esta investigacion, la mayoria de la carga
polinica corresponde a Nymphoides fallax, se encontraron otros dos tipos de granos de polen:
de una especies de Asteraceae y de una monocotiledénea (observado en los dipteros de las
familias Stratiomyidae y Syrphidae).
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion corroboran las evidencias de la importancia de la
reproduccion sexual en Nymphoides fallax. Esta tesis de licenciatura complementa el cono-
cimiento sobre la biologia sexual en la especie, destacando el rol de la distilia en la produc-
cién de frutos y semillas, y otros aspectos de reproductivos, como la duracion de la flor, su
viabilidad, relacién polen/ovulo, presencia de visitantes florales que en conjunto ofrecen un
panorama mas amplio acerca la reproduccion sexual de N. fallax. La relacion polen/évulo
encontrada es concordante con la proporcion tipica de las especies xendgamas y la produc-
cion de semillas casi exclusivamente resultado de las cruzas intermorfo, confirman este sis-
tema de apareamiento, destacando la importancia de la polinizacién cruzada promovida por
la hercogamia reciproca. Ademas, se comprobo la presencia de un sistema de autoincompa-
tibilidad heteromérfica, asegurando la produccion de semillas solamente después de polini-
zacion cruzada intermorfo. Se encontraron dos tipos de poblaciones; dimérficas con una pro-
porcion casi equitativa entre los morfos, y poblaciones monomaérficas, solo con el morfo de
estilo largo. Asimismo, las flores son visitadas por una amplia gama de insectos, se destacan
los dipteros por la riqueza de visitantes florales y la frecuencia de las visitas de algunos taxa,
asi como la especie introducida y generalista Apis mellifera. EI comportamiento de algunos
de los visitantes mas frecuentes sugiere que visitan para la recoleccion de recompensas flo-
rales, ademas, se observo que pueden transportar granos de polen en su cuerpo, sugiriendo

que pueden llevar a cabo polinizacion efectiva.

De manera general, se contribuye al entendimiento de la heterostilia en un grupo pe-
culiar de plantas acuéticas, que comunmente cuentan también con una amplia capacidad de
reproduccion vegetativa; pero al menos en algunas poblaciones de Nymphoides fallax la re-
produccion sexual parece ser prevalente. La importancia de la reproduccion sexual radica en
promover la diversidad genética, y potencialmente permitir la adaptacion de los individuos a
condiciones diversas e incrementar la probabilidad de la persistencia de las poblaciones, so-
bre todo en ambientes acuaticos temporales con alta degradacion y presiones antrépicas,

como los que habita N. fallax en las tierras altas de centro de México.
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Apéndice B. Protocolo de campo. Fuente: Elaboracion propia.

PROTOCOLO DE CAMPO

Visitantes florales y proporcion de morfos de Nymphoides fallax

Objetivos
e Estimar latasa de visitas a las flores de Nymphoides fallax en minimo tres poblaciones
del estado de Querétaro.
e Identificar el ensamblaje de visitantes florales en estas poblaciones;
e Estimar la proporcion de morfos en poblaciones naturales (al menos las 3 poblaciones

ya mencionadas y algunas adicionales).

A. Tasa/frecuencia de visitas a las flores

Para estimar la tasa de visitas a las flores, en cada visita a las poblaciones se realizaran ob-
servaciones por tiempo de 15 minutos, en ocho unidades de muestreo. Se registrara el nimero
de flores y las visitas de insectos que tengan contacto con el androceo y/o gineceo de la flor
o0 en la parte interna de la flor, identificando al menor nivel taxonémico posible, considerando
los grandes grupos taxondmicos: himendpteros, dipteros, lepiddpteros, odonatos, etcétera.
En caso de ser un insecto de fécil reconocimiento se registrara también la especie, género o
familia (i.e. Apis mellifera, Bombus sp.). Los plots deben tener un minimo de 20 flores de N.
fallax y minimo 5 m de distancia entre cada unidad de muestra. Siguiendo la metodologia
modificada de Dietzsch et al. (2011).

De ser posible, los plots seran establecidos en cuadrantes hacia los cuatro puntos cardinales
(dos plots para cada cuadrante), teniendo 2 h de muestreo/humedal/dia (Figura 1.a).
Las observaciones seran realizadas en dias soleados entre 9:30 am y 1:00 pm, cuando se

espera una mayor tasa de visitantes (seccion C).
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Se usara registro fotogréfico como informacion complementaria y también para ilustrar las
interacciones. Las colectas de insectos seran realizadas con caminata aleatoria en los cuatro
cuadrantes del humedal (Figura 1.b), considerando preferencialmente zonas con la presen-

cia de la especie N. fallax.

B. Conteo de morfos

Se recorrera el humedal en transectos paralelos yendo de un borde a otro, para registrar el
morfo de 100 individuos en la poblacién, considerando individuos con minimo de 3 m de

distancia entre si (figura 1.c).

C. Itinerario de campo

La colecta de datos sera en octubre y noviembre (1 salida de campo/humedal/mes). La co-

lecta de datos serd entre 9:30 am y 2:30 pm, de acuerdo con el plan propuesto a seguir:

Observacién y colecta de insectos
9:30 - 9:45 - Observacion plot 1
9:50 - 10:05 - Observacion plot 2
10:10 - 10:25 - Observacion plot 3
10:30 - 10:45 - Observacion plot 4
10:45 - 11:15 — Registro fotogréafico
11:15 - 11:30 - Observacion plot 5
11:35 - 11:50 - Observacion plot 6
11:55 - 12:10 - Observacion plot 7
12:15 - 12:30 - Observacion plot 8
1:00 - 2:30 — Registro fotografico y conteo de morfos
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D. Lista de materiales
Vadeador (minimo 2)

Plot de PVC con 1m?

Céamara fotogréfica (1)

F. Anexo
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Figura 1. Esquema representando el muestreo de visitantes florales y proporcion de morfos.
(@) Los cuadrados representan los ocho plots divididos en cuatro cuadrantes. (b) Las flechas
representan los dos recorridos para la colecta de insectos dividiendo el humedal en dos cua-
drantes. (c) Las flechas representan los cuatro cuadrantes para el conteo de morfos y su di-

reccion.
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