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RESUMEN

El presente trabajo aborda el estudio de la biologia reproductiva de Pinguicula crenatiloba
(Lentibulariaceae), una especie anual, carnivora con tamafio diminuto (~ 2 cm) distribuida
ampliamente en el occidente de México. Esta especie presenta cleistogamia dimorfica, en la que
se producen flores abiertas (Casmdgamas o CH) y flores cerradas (Cleistdgamas o CL) que se
autopolinizan y se convierten directamente en fruto. La produccién de ambos tipos de flores
ocurre de manera simultanea y se pueden presentar en el mismo individuo. Los objetivos se
centraron en evaluar en tres poblaciones la produccion y proporcion de ambos tipos de flores y
su variacion temporal. Se evalu6 la proporcién de flores CH 'y CL que se convierten en fruto, el
numero de semillas por fruto CH, CL y de autofecundacion autonoma en flores CH y su tasa de
germinacion, asi como analizar si existe relacion entre el tamafio de la planta y la produccién de
ambos tipos de flores e identificar a los visitantes florales los cuales permanecen desconocidos
para esta especie. El pico maximo de floracién ocurrié entre septiembre y noviembre, se
encontrd una gran variacion en el porcentaje de cleistogamia entre poblaciones y afios de
estudio, el cual oscilé entre 23% y 99%. Se encontr6 correlacion positiva significativa entre el
tamafio de la planta y el nimero total de flores producidas por individuo, ademas se registré una
correlacion positiva significativa entre el tamafio de la planta y la produccion de flores CH por
individuo en las poblaciones de estudio. Se document6 una alta proporcion de flores que se
convierten en fruto (~90%) tanto de flores CH como CL durante los dos afios de estudio. Se
registré que las flores CH pueden autofecundarse de manera auténoma en ausencia de
polinizadores. Las semillas de flores CH y CL en esta especie mostraron porcentajes de
germinacion variables entre afios, con valores menores al 20%. Se reporta por primera vez tres
visitantes florales para la especie. Los resultados obtenidos ponen en evidencia que la
cleistogamia confiere ventaja en ciertas poblaciones ya que asegura el éxito reproductivo a pesar
de lavariacién en las condiciones ambientales y de polinizacidn. Son necesarios estudios futuros
que evallen poblaciones a lo largo de toda la distribucion de la especie, para comprender como
las condiciones bidticas y abidticas modifican la asignacion de recursos en sistemas
reproductivos mixtos como en el caso de la cleistogamia.

Palabras clave: Sistema reproductivo, dimorfismo floral, éxito reproductivo, cleistogamia.



SUMMARY

The present work addresses the study of the reproductive biology of Pinguicula crenatiloba
(Lentibulariaceae), an annual, carnivorous species with a tiny size (~ 2 cm) distributed widely
in western Mexico. This species presents dimorphic cleistogamy, in which open flowers
(Casmogamous or CH) and closed flowers that self-pollinate (Cleistogamous or CL) are
produced. The production of both types of flowers occurs simultaneously and can occur on the
same individual. The objectives focused on evaluating the production and proportion of both
types of flowers and their temporal variation in three populations. The proportion of CH and CL
flowers that become fruit were evaluated, in addition to the number of seeds per fruit (CH, CL
and autonomous self-fertilization in CH flowers) and their germination rate, as well as analyzing
whether there is a relationship between the size of the plant and the production of both types of
flowers and identify floral visitors which remain unknown for this species. The maximum
flowering peak occurred between September and November, a great variation was found in the
percentage of cleistogamy between populations and years of study, which ranged between 23%
and 99%. A significant positive correlation was found between the size of the plant and the total
number of flowers produced per individual, in addition, a significant positive correlation was
recorded between the size of the plant and the production of CH flowers per individual in the
study populations. A high proportion of flowers turning into fruit (~90%) was documented for
both CH and CL flowers during the two years of the study. It was recorded that CH flowers can
self-fertilize autonomously in the absence of pollinators. CH and CL flower seeds in this species
showed variable germination percentages between years (<20%). Three floral visitors are
reported for the species. The results obtained show that cleistogamy confers an advantage in
certain populations since it ensures reproductive success despite the variation in environmental
and pollination conditions. Future studies are necessary that evaluate populations throughout
the entire distribution of the species, to understand how biotic and abiotic conditions modify the

allocation of resources in mixed reproductive systems as in the case of cleistogamy.

Keywords: Reproductive system, floral dimorphism, reproductive success, cleistogamy.



INTRODUCCION
Diversidad en angiospermas y su relacion con los sistemas reproductivos y de
apareamiento
Las angiospermas constituyen un grupo que ha experimentado una impresionante radiacion
ecoldgica en el medio terrestre. La mayoria de los sucesos de divergencia en el grupo ocurrieron
rapidamente en el periodo Cretacico a lo largo de ~5 millones de afios, produciendo eventos de
diversificacion que dieron origen a la mayoria de las especies en el grupo (cerca de 400,000
especies) (Soltis et al. 2008; Sauquet, 2021). Las angiospermas han predominado en el medio
terrestre desde el comienzo del Terciario (Magallon y Sanderson, 2001).
La diversificacion en forma y funcién de las estructuras florales se encuentra asociada a la
variedad de estrategias reproductivas y sistemas sexuales presentes en angiospermas (Barrett,
2009), asi mismo, la complejidad y variacion de las estructuras reproductivas esta fuertemente
relacionada con las caracteristicas bioldgicas y ecolégicas del grupo: inmovilidad, crecimiento
modular, hermafroditismo y formacion de carpelos cerrados (Barrett, 1998; 2009). Debido a su
inmovilidad, las plantas con flor dependen de vectores para garantizar la polinizacion cruzada
Yy, en consecuencia, la polinizacién bidtica, la simetria floral y espolones con néctar contribuyen
en la polinizacion especializada, y han sido propuestas como innovaciones claves en la
diversificacion del grupo (Crepet, 1984; Crane et al. 1995; Barrett, 2009; Van der Niet y
Johnson, 2012; Serrano-Serrano et al. 2017).
La mayoria de las especies de angiospermas producen en la misma flor 6rganos reproductivos
tanto femeninos (carpelos), como masculinos (estambres), los cuales estan rodeados de
estructuras estériles (perianto), y en general se encuentran proximos entre si (Silva y Goring,
2001; Christopher et al. 2019). Esta conformacién ha sido clave para explicar el gran éxito
reproductivo en términos de dominancia ecoldgica en habitats terrestres en angiospermas,
porqgue ha facilitado la evolucidn de distintas estrategias de polinizacion que involucran vectores
bidticos (Silva y Goring, 2001; Franklin-Tong, 2008).
Las caracteristicas presentes en flores hermafroditas posibilitan la autofecundacion (Hiscock y
Mclnnis, 2003), por lo que algunas especies de plantas con flor han desarrollado numerosas
estrategias de incompatibilidad para evitar la autofecundacion sin perder el hermafroditismo,
como en el caso de la dicogamia (separacion de sexos en el tiempo), la hercogamia (separacion

de sexos en el espacio) y autoincompatibilidad genética (Sauquet, 2021). No obstante, la



autofecundacién puede ser ventajosa en algunos casos, como cuando los polinizadores son
escasos, por ejemplo, ya que proveen aseguramiento reproductivo ademéas de facilitar la
adaptacion local (Kalisz y Vogler, 2003; Shivanna, 2015). Es probable que la forma mas inusual
de incrementar la posibilidad de autofecundacion en flores hermafroditas es que las flores nunca
abran (Sauquet, 2021).

Cleistogamia

La cleistogamia es uno de los polimorfismos mas comdnmente presentes en plantas con flor,
donde se originan fenotipos diferentes a partir de la misma composicion genética, y es mas
probable que aparezcan en especies de ciclo de vida corto cuyo habitat es variable en tiempo y
espacio (Yang y Kim, 2016; Joly y Schoen, 2021).La cleistogamia, constituye un sistema de
apareamiento el cual presenta flores que no abren y se autopolinizan (cleistbgamas o CL). En la
mayoria de las especies cleistogamas también se producen flores que abren y que pueden ser
polinizadas por visitantes florales (casmdgamas o CH; Culley y Klooster, 2007; Sauquet, 2021).
Este sistema de apareamiento se ha descrito en al menos 50 familias, 228 géneros 'y 693 especies
(Sauquet, 2021; Joly y Schoen, 2021; Culley y Klooster, 2007), ha llamado la atencién de
distintos botanicos desde el siglo XIX y el nimero de estudios que involucran especies
cleistbgamas se ha elevado drasticamente desde 1960 (Culley y Klooster, 2007). Sin embargo,
en comparacion con otros sistemas de apareamiento que han sido ampliamente estudiados,
establecer conclusiones generales sobre el papel de los factores bidticos y abidticos sobre los
rasgos reproductivos en especies cleistdbgamas puede resultar problematico, no solo porque la
variacion en el dimorfismo floral depende, hasta cierto punto, de factores biéticos y abi6ticos,
sino también, porque esta variacion ocurre dentro de poblaciones y entre individuos (Lord, 1981,
Culley y Klooster, 2007; Oakley et al. 2007; Ansaldi et al. 2018; Ammarellou et al. 2021).

Las flores cleistbgamas a menudo presentan una corola y androceo reducido, con un nimero
menor de anteras y/o de menor tamafio, en comparacion con las flores CH. Las flores CL son
menos costosas debido a la disminucion de organos florales como la corola y el caliz (Lord,
1981; Yang y Kim, 2016). En algunas especies, este tipo de flores puede carecer de atractivos
florales como néctar y olor. Darwin propuso que este tipo de flores podrian ser capaces de
producir muchas semillas a bajo costo en condiciones ambientales desfavorables y en ausencia
de polinizadores (Lord, 1981). La fertilizacion en flores cleistdgamas se realiza por transferencia

directa de los granos de polen hasta el estigma sin intervencion de polinizadores. De esta forma,



la cleistogamia se diferencia de sistemas asexuales como la apomixis, donde no se requiere
doble fertilizacion para la formacion de semillas (Culley y Klooster, 2007).

Las flores casmogamas a menudo son llamativas y mas costosas debido a la inversion de energia
en la produccion de érganos florales, por ejemplo, pétalos para la atraccion de polinizadores
(Manivannan, 2020). Se asume que estas flores presentan polinizacion cruzada, ademas se
producen cuando hay abundante disponibilidad de recursos y bajo condiciones de alta
disponibilidad luminica cuando los polinizadores tienen mayor actividad (Culley, 2002). La
variacion genética aumenta como resultado de los eventos de entrecruzamiento y, por lo tanto,
hay mayor probabilidad de adquirir vigor hibrido y heterosis (Manivannan, 2020), aunque
también se han reportado especies donde las flores CH se autopolinizan tardiamente de forma
ocasional (Culley y Klooster, 2007).

La cleistogamia puede clasificarse en tres tipos diferentes dependiendo de la naturaleza
reproductiva de las flores: i) Cleistogamia completa, ii) Cleistogamia dimorfica y iii)
Cleistogamia inducida (Culley y Klooster, 2007; Manivannan, 2020).

1) Cleistogamia completa: Se producen Unicamente flores cleistgamas. Se ha
reportado en diversas especies, particularmente en Poaceae y Orchidaceae. Para
verificar que los individuos presentan cleistogamia completa se debe monitorear la
fenologia floral de mdltiples individuos en condiciones silvestres para asegurarse
que en ningin momento se forma una flor CH (Lord, 1981; Culley y Klooster, 2007).

i) Cleistogamia dimorfica: Se producen flores CL, asi como flores CH en el mismo
individuo. Las flores cleistdgamas se caracterizan por presentar una reduccion en el
tamafio de la corola y/o estambres en comparacion con las flores casmogamas. Esta
categoria es la mas comUnmente asociada a la cleistogamia en general (por ejemplo,
en diversas especies del género Impatiens y Viola, ver Apéndice A) y la mayoria de
los trabajos relacionados a la cleistogamia, hasta 1981, se han enfocado en especies
con CL dimorfica (Lord, 1981; Culley y Klooster, 2007). Las flores cleistdgamas y
casmadgamas pueden producirse secuencialmente en la misma temporada o pueden
aparecer al mismo tiempo, pero en distintas posiciones de la inflorescencia o de la
planta, como sucede en Vigna minima y Amphicarpaea bracteata las cuales
producen flores casmogamas y cleistogamas aéreas, pero tambien flores

cleistdgamas subterraneas (Culley y Klooster, 2007). La capacidad para producir
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flores CH y CL tiene una base genética que puede verse afectada por factores bidticos
y abioticos, tales como la disponibilidad luminica y de nutrientes, polinizadores y
herbivoros (Culley y Klooster, 2007, Apéndice A.).

i) Cleistogamia inducida: También es conocida como cleistogamia ecologica o
pseudocleistogamia. En este caso, el ambiente detiene el desarrollo de las flores CH
previo a la antesis y provoca una falla mecéanica de la flor al abrirse, lo que resulta
en la produccion de una flor CL, por lo que no existe diferencia morfologica entre
flores CL y CH. En esta categoria, las condiciones desfavorables como bajas
temperaturas y sequia promueven la produccion de flores CL. Por ejemplo, en
especies de Portulaca se producen flores CL en condiciones de bajas temperaturas y
luminosidad. En diferentes especies de Festuca se producen flores CL en
condiciones de baja temperatura y alta humedad relativa (Manivannan, 2020; Culley
y Klooster, 2007).

La variacion en la produccién de flores, frutos y semillas durante todo el ciclo de vida en
especies cleistogamas se ha asociado a factores bioticos y abidticos (Campbell et al. 1983;
Jasieniuk, 1985; Le Corff, 1993, Apéndice A.). Estas investigaciones se han centrado en pocos
taxones como en los casos particulares de Impatiens capensis (Simpson et al. 1985), Oxalis
acetosella (Berg y Redbo-Torstensson, 1998) Viola pubescens (Culley, 2002), Danthonia
spicata (25% de las flores en 40 poblaciones de estudio fueron CL), en Danthonia compressa (
50% de CL en 2 poblaciones) (Clay, 1983), en Triplasis purpurea ( 70% de CL) (Cheplick,
1996), Triodanis perfoliata (entre el 45% a 98% de CL en 14 poblaciones) (Ansaldi et al. 2018),
Impatiens noli-tangere (en 5 poblaciones de estudio el % CL vario entre 10-100%) (Masuda y
Yahara, 1994).

Frutos y semillas

Los frutos y semillas provenientes de flores CL pueden diferir de los frutos y semillas de flores
CH en tamario, biomasa, forma, cantidad, viabilidad, nimero de 6vulos, entre otros (Schoen y
Lloyd, 1984; Redbo-Tortensson y Berg, 1995; Berg, 2000; Berg, 2003; Lerner et al. 2008). En
consecuencia, la produccion de flores CH y CL en especies cleistdgamas podria tener un
impacto variable en la adecuacion de la progenie. Asi, por ejemplo, las flores CL presentan un
menor gasto energetico en comparacion con las flores CH, ya que carecen de atrayentes y

recompensas para la polinizacion, como polen, néctar y pétalos, por lo que estos recursos pueden
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reasignarse a la produccién de mayor cantidad de semillas, semillas méas grandes o con una alta
viabilidad (Schoen y Lloyd, 1984; Waller, 1984; Sun, 1999; Culley y Klooster, 2007).

A pesar de que tedricamente se predice que la progenie que proviene de eventos de
entrecruzamiento (CH) tiene mayor vigor, en comparacion con la progenie de flores CL, debido
a que se evita la depresion por endogamia, se han reportado importantes ventajas en el
desempefio de frutos y semillas de flores CL (Redbo-Tortensson y Berg, 1995; Lerner et al.
2008), tales como menor costo energético o una mayor cantidad de semillas (Waller, 1984). Por
ejemplo, en Oxalis acetosella, la proporcion de frutos producidos de flores CH fue menor y mas
variable entre sitios de estudio en comparacién con el de flores CL. En Lithospermum
carolinense, los frutos de flores CL producen en promedio 3.4 veces mas semillas, en
comparacion con los frutos de flores CH (Levin, 1972), al igual que en Collomia grandiflora
(Ellstrand et al. 1984), Viola hirta (Redbo-Torstensson y Berg, 1995), Oxalis montana
(Jasieniuk y Lechowicz, 1987) y Oxalis acetosella (Berg y Redbo-Torstensson, 1998).
Germinacion en especies cleistbgamas

En 252 estudios de germinacién de semillas de flores CH y CL realizados en 29 especies, 21
géneros y 11 familias de angiospermas, se encontré que las semillas CL tienen porcentajes mas
altos de germinacion, en comparacion con las semillas CH, lo cual podria indicar que la
produccion de estructuras CL resulta ventajosa en estas especies (Baskin y Baskin, 2017). Enel
caso particular de Lespedeza cuneata y Dichanthelium clandestinum, se registré que la
viabilidad fue igual en los dos tipos de semillas, no obstante, las semillas CL presentaron tasas
mas altas de germinacién (Bell y Quinn, 1983; Schutzenhofer et al. 2007). De manera similar
en Danthonia spicata, en condiciones experimentales, las semillas CL germinaron en menor
tiempo que las semillas CH, mientras que, en poblaciones naturales ambos tipos de semillas
germinaron rapidamente y las semillas CH presentaron un porcentaje alto de germinacion (Clay,
1983). En contraste, en algunas especies de los trabajos publicados a la fecha, se han observado
resultados opuestos, donde las semillas CL presentan una baja tasa de germinacion en
comparacion con semillas CH. Este es el caso de Viola mirabilis, V. riviniana (Berg y Redbo-
Torstensson,1999) y Microstegium vimineum donde las semillas CL no solo presentaron
menores tasas de germinacion, lo cual fue variable entre afios, sino una menor viabilidad en
comparacion con semillas CH (Huebner, 2011).

Factores bidticos y abidticos asociados a la cleistogamia
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La cleistogamia es un mecanismo complejo influenciado no solo por las caracteristicas genéticas
de los individuos sino por factores bioticos y abioticos (Campbell et al. 1983; Le Corff, 1993,
Apéndice A). Diversos estudios han demostrado que la proporcion de flores producidas por un
individuo puede modificarse por factores como el fotoperiodo (Le Corff, 1993; Mattila y
Salonen, 1995; Imaizumi et al. 2008; Munguia-Rosas et al. 2012; Colbert, 2015; Park et al.
2022), la temperatura (Morinaga et al. 2008; Jones et al. 2013; Koike et al. 2015), la humedad
del suelo (Harlan, 1945; Brown, 1952; Ranua y Weinig, 2010; Sternberger et al. 2020), el
tamafio de la planta (Diaz y MacNair, 1998; Wilken, 1982), la densidad de individuos (Schmitt
et al. 1987; Levin, 1972; Benenati, 2000), la disponibilidad de nutrientes (Le Corff, 1993; Park
et al. 2022), las condiciones de polinizacion (Munguia-Rosas, et al. 2015; Ansaldi et al. 2018),
la herbivoria (Munguia-Rosas, et al. 2015), entre otros. Establecer patrones generales sobre el
papel que juegan los factores que influyen en la variacion de rasgos reproductivos en especies
CL puede resultar problematico. Por ejemplo, la humedad en el suelo puede interactuar con
otros factores que influyen en la cleistogamia, como las abundancias de los polinizadores
(Ansaldi et al. 2018). En el caso de Calathea micans la produccién de flores CH esta
ambientalmente determinada por la luz y la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de
la planta, ya que al presentar un mayor tamafio pueden invertir en estructuras mas costosas (ej.
pétalos mas grandes o Ilamativos) para el entrecruzamiento (Le Corff, 1993). Los estudios que
se han centrado en la variacién de la asignacion de recursos en especies cleistogamas, apoyan
la hipotesis de que los sistemas reproductivos en plantas presentan gran plasticidad y pueden
verse afectados por las condiciones ambientales. Sin embargo, estos estudios cubren un rango
geografico limitado y siguen existiendo grandes interrogantes sobre la variacion de rasgos
reproductivos entre poblaciones de especies cleistdgamas y los factores bidticos y abidticos que
impulsan esta variacion (Ansaldi et al. 2018).

En la presente investigacion se abordd el estudio de la biologia reproductiva en una especie
anual, carnivora con cleistogamia dimorfica del género Pinguicula. Se siguié detalladamente el
ciclo de vida durante dos afios consecutivos en donde se document6 la produccién y proporcion
de flores CH y CL, la proporcién de frutos de cada tipo de flor, su nimero de semillas y su tasa
de germinacién. Finalmente, se analizo la relacion del tamafio de la planta con la produccion de
flores, ademas de identificar a los visitantes florales, los cuales permanecen desconocidos para

esta especie.
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JUSTIFICACION
La cleistogamia proporciona un sistema comparativo Unico para comprender los procesos de
desarrollo que conducen a distintas morfologias florales en los sistemas reproductivos en plantas
con flor. Pinguicula crenatiloba es un excelente sistema de estudio para comprender el
fendmeno de la cleistogamia, al ser una especie anual, por lo que es posible evaluar todo el ciclo
de vida de las plantas en condiciones naturales, ya que hasta la fecha se han publicado pocos
estudios que examinen detalladamente la produccion de ambos tipos de flores, frutos y semillas,
lo cual es esencial para la comprension de la variacion de rasgos reproductivos en especies

cleistbgamas.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar y comparar la produccion de flores cleistbgamas y casmogamas a lo largo de todo el
ciclo reproductivo de Pinguicula crenatiloba entre distintas poblaciones y afios, asi como la

produccion de frutos y semillas de cada tipo de flor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Estimar la produccion de flores (CH y CL) durante todo el ciclo de vida de
Pinguicula crenatiloba en tres poblaciones durante dos afios y determinar la relacion
entre el tamafio de la planta y la produccion de flores.

i. Determinar el éxito reproductivo estimado como la proporcion de flores que se
convierten en fruto, nimero de semillas por fruto y tasa de germinacion de semillas
provenientes de frutos producidos a partir de flores CH, CL, asi como de flores CH
producto de autofecundacién auténoma.

iii. Identificar a los visitantes florales y potenciales polinizadores de la especie.

14



MATERIALES Y METODOS
Especie de estudio
El género Pinguicula
Pinguicula crenatiloba, pertenece a la familia Lentibulariaceae, la cual esta conformada por tres
géneros: Genlisea, Utricularia y Pinguicula (Zamudio, 2006). EI género Pinguicula esta
conformado por poco mas de 119 especies distribuidas en Eurasia, América del Norte y del Sur,
el Caribe y Marruecos. En México se encuentran poco mas de 45 especies, de las cuales el 90%
son endémicas (Legendre, 2000; Shimai et al. 2021; Dominguez et al. 2024).
Las especies del género son plantas carnivoras, capaces de atraer, atrapar, digerir y absorber
nutrientes de presas como pequefios dipteros y afidos (Apéndice B) (Fleischmann, 2021;
Legendre, 2000; Zamudio, 2005). La carnivoria en Pinguicula se basa en la presencia de dos
tipos de glandulas: sésiles y pedunculadas. EI nimero de glandulas varia dependiendo de la
especie, también se pueden encontrar en los pedunculos florales, en la flor o los sépalos
(Legendre, 2000). Las glandulas pedunculadas secretan un mucilago pegajoso que es
responsable de atrapar a las presas, solo juegan un papel menor en la digestion, que se lleva a
cabo principalmente por las glandulas sésiles, en las cuales se sintetizan enzimas hidroliticas
que se almacenan hasta la captura de la presa (Vassilyev y Muravnik, 1988).
Las especies del genero son terrestres, litofitas o raramente epifitas (Shimai et al. 2021),
presentan un tallo corto que da lugar a una roseta de hojas ovadas que yacen planas en el suelo
u oblicuamente hacia arriba, las cuales varian en tamafio desde un par de centimetros hasta 30
cm de diametro (Grob et al. 2007; Legendre, 2000). Algunas especies del género son anuales,
mientras la mayoria de ellas son perennes y dependiendo de su ciclo de crecimiento se pueden
clasificar en especies tropicales y templadas, solo se diferencian por la presencia o ausencia de
un brote llamado hibernaculo, el cual es subterrdneo y permite la supervivencia durante las
condiciones invernales (Dominguez et al. 2024). Para ambos tipos de crecimiento, las hojas de
las rosetas pueden ser similares (homofilas) o diferentes (heterofilas) definiendo asi cuatro
grupos distintos de especies (Homofilas de crecimiento templado y tropical, heterofilas de
crecimiento templado y tropical) (Legendre, 2000).
El tamafio de poblacidn en cada microhabitat suele ser pequefio y disperso, la temperatura media
mensual es uno de los factores que restringe la distribucion de las especies del género (Shimai

et al. 2021). Se ha reportado que son autocompatibles y pueden ser autbgamas o xenégamas, €s
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decir que solo se polinizan entre plantas distintas, en su mayoria polinizadas por dipteros e
himenopteros (Molano-Flores et al. 2018). Las especies del género de Centroamérica 'y México
se caracterizan por una enorme diversidad en el tamafio y color de las flores y son polinizadas
por mariposas, moscas, abejas y colibries. Los tricomas florales juegan un papel clave en la
interaccion planta-polinizador (Lustofin et al. 2023). Se conoce poco sobre la fenologia
reproductiva y ecologia del género Pinguicula y en la actualidad se siguen reportando
descripciones de nuevas especies a nivel mundial, la mayoria distribuidas en Europa, México y
Cuba (Benavente-Romo y Sandoval-Ortega, 2021; Shimai et al. 2021).

Pinguicula crenatiloba presenta un ciclo de vida anual con un solo tipo de hojas (homofilas),
de habito carnivoro (Fig. 1 E, F) (Zamudio, 2005). Se distribuye ampliamente en la parte
occidental de la Republica Mexicana (desde Sonora hasta Chiapas) y en Centroamérica hasta
Panama (Zamudio, 2005). Se ha reportado que la floracion ocurre de agosto a febrero, y el pico
méaximo de floracion se presenta entre septiembre y octubre. Crece sobre taludes rocosos
humedos y suelos arcillosos rojizos o café-rojizos, derivados de rocas igneas extrusivas en
altitudes de 700 a 1700 m (Hernandez y Zamudio, 2017; Espinosa-Matias et al., 2005).

La especie presenta una roseta laxa conformada por 4 (6-8) hojas membranaceas de 5-14 mm
de largo por 3-8 mm de ancho (Zamudio, 2005). Las flores de P. crenatiloba se caracterizan por
presentar una corola blanca bilabiada, con el labio inferior mas corto que el superior, con paladar
y una mancha amarilla en la base del labio inferior, miden de 3-7 mm de largo incluyendo el
espolon con forma cilindrica (Fig. 1 B, C). Los pedunculos florales miden de 15-75 mm de
largo. El fruto es una céapsula globosa, de 1.5 a 2.5 mm de didmetro con semillas ovoides
verrugosas, de 0.3 a 0.5 mm de largo, por 0.12 a 0.15 mm de ancho. En P. crenatiloba, las
semillas maduras miden 0.33-0.50 mm de largo, por 0.12-0.15 mm de ancho (Zamudio, 2005).
Recientemente se reportd la presencia de cleistogamia dimorfica en dos poblaciones de
Pinguicula crenatiloba, siendo el primer reporte de este fendmeno en el género. Se registrd que
una sola planta puede producir simultaneamente flores CHy CL, y durante todo el ciclo de vida
se producen de 1 a 6 flores por individuo. En la actualidad se desconocen los polinizadores o

visitantes florales de P. crenatiloba (Barron, 2021).
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Figura 1. Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae). A. Flor casmogama (CH). B. Vista frontal de flor casmégama

con corola bilabiada. C. Pedlnculo y espoldn de flor CH. D. Flor cleistogama (CL). E. Vista lateral de flor CL
emergiendo, se observa una presa capturada en las hojas de la roseta. F. Captura de presa en hojas de la roseta, se
observan glandulas pedunculadas en la superficie de las hojas y el peddnculo floral.G. Fruto. Fotografias por: Arturo

Tavera y Sandra Barrén.
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Sitios de estudio

Se seleccionaron tres poblaciones de estudio ubicadas en el estado de Michoacan, las cuales se

encuentran en zonas perturbadas por causas antrépicas como aprovechamiento forestal

maderable, extraccion de musgo y heno, pastoreo, senderismo, actividades fisicas y recreativas,

entre otras. La primera poblacion esta situada en Morelia, se caracteriza por un clima templado

subhumedo vy tipo de suelo franco; la segunda en Patzcuaro con clima templado himedo con

lluvias todo el afio y suelo franco arcilloso, y la tercera en Uruapan con clima templado hiumedo

y subhimedo con lluvias en verano y suelo arcilloso (Tabla 1, Apéndice D). La distancia entre
las poblaciones es de 50 a 100 kilémetros entre si.

Tabla 1. Poblaciones de Pinguicula crenatiloba consideradas en el estudio

Tipo de
Poblacion | Estado Altitud Coordenadas Clima
vegetacion
19°38'8’N,
Morelia 2,049 msnm Bosque de encino |Templado subhimedo
101°15'23"OE
0n1'EE BN Templado himedo
. Michoacan 19°31'55.5"N Bosque reforestado P )
Patzcuaro 2,300 msnm de pi con lluvias todo el
o ' [13 e pInO
101°36'07.2“OE afio
o 971 176 Templado himedo
19° 27" 13°N, Bosque reforestado P ) Y
Uruapan 1,748msnm de bi subhumedo con
o o1 QA e pino
102° 23070 P lluvias en verano

Fuente: Huerto y Vargas (2014). IMPLAN (2020).
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Produccién de flores y su relacion con el tamafio de la planta

Se marcaron 30 individuos al azar en cada poblacién de estudio durante 2022 y 2023. Puesto
que el tamafio de las plantas, y por lo tanto de las flores, es muy pequefio, la estimacién de la
produccion y proporcion de flores, asi como la variacion temporal en la produccion de los
diferentes tipos de flor por afio de estudio, se realizd6 mediante una secuencia fotogréafica
(Camara Sony Alpha 200 con un lente DT 50 mm F1,8 SAM). Las fotos se tomaron a cada
individuo durante visitas semanales en cada sitio a lo largo de todo el periodo reproductivo
(agosto-febrero), posteriormente se agruparon en una carpeta por individuo en orden
cronologico, teniendo asi una secuencia detallada de todo el ciclo de vida de donde se obtuvo el
numero total de flores de cada tipo, las cuales se diferencian por el tamafio de la corola, y se
registré el momento en que emergian, evitando contar dos veces la misma flor en cada individuo.
Se obtuvo el nimero total de flores a nivel individual/ poblacional, ademas de la proporcion de
cada tipo de flor y la produccién promedio por individuo en cada afio de estudio. Se estimo el
promedio de flores por individuo en cada fecha de muestreo para conocer la variacion temporal
de éstas entre poblaciones y entre afios. Se estimé el tamafio de la planta como un promedio del
diametro del ancho de la roseta de cada individuo marcado en las diferentes poblaciones y afios
de estudio usando un vernier digital.

La produccion de flores CH se compard mediante un analisis de covarianza (ANCOVA) para
evaluar los efectos de las variables categoricas de la poblacion y afio de estudio usando el tamafio
de la planta y el nimero de flores como variables numéricas Los datos de conteo de flores fueron
transformados a raiz cuadrada para alcanzar la normalidad . Al explorar los datos del tamafio de
la planta con la produccion de flores CL no se encontré una correlacion significativa, por lo que
se realizé un analisis de varianza de dos vias (ANOVA). El modelo incluye el efecto de las
variables categoricas de la poblacion, afio de estudio y la interaccion poblacion-afio. Los datos
de conteo de flores fueron transformados a raiz cuadrada para alcanzar la normalidad.

El tamafio de la planta se compar6é mediante un analisis de varianza de dos vias (ANOVA). El
modelo incluye el efecto de las variables categéricas de la poblacion, el afio y la interaccién
poblacidn-afio. Posteriormente se llevo a cabo una comparacion maltiple de medias (Tukey). El
anélisis se realiz6 en R version 4.1.3, (R Core Team, 2022).

Se analizo la relacion entre el tamafio de la planta y la produccion de flores por individuo (CH,

CL y No. Total de flores), el nimero de flores se obtuvo a partir del registro fotografico antes
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mencionado. Se realizd un analisis de correlacion de Pearson con los datos de la produccién de
flores de cada tipo de ambos afios de estudio de las tres poblaciones de la especie. Los datos de
conteo de cada tipo de flor fueron transformados a raiz cuadrada para alcanzar la normalidad.
Exito reproductivo

A partir de la secuencia fotografica en orden cronoldgico antes mencionada, se siguio la
proporcion de flores que se convierten en fruto (Fruit Set), dividiendo el nimero de frutos por
individuo entre el nimero de flores totales producidas por individuo, ademas, se estimo la
proporcion de frutos de cada tipo de flor (CH, CL). Posteriormente se calcul6 el promedio de
los frutos provenientes de cada tipo de flor y por afio de estudio. La produccion de frutos
provenientes de flores CH se compard mediante un analisis de covarianza (ANCOVA) para
evaluar los efectos de las variables categoricas de la poblacion y afio de estudio usando el tamafio
de la planta, y nimero de frutos (transformados a raiz cuadrada para alcanzar la normalidad)
como variables numéricas. Al explorar los datos del tamafio de la planta con la produccion de
frutos de flores CL no se encontrd una correlacion significativa, por lo que se realizé un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA). El modelo incluye el efecto de las variables categéricas de
la poblacion, afio de estudio y la interaccion poblacion-afio. El analisis se realizo en R version
4.1.3, (R Core Team, 2022). Los datos de conteo del nimero de frutos fueron transformados a
raiz cuadrada para alcanzar la normalidad .

Se evalué el nimero promedio de semillas que producen las flores casmdgamas (CH),
cleistdbgamas (CL) y flores CH de autofecundacion autonoma (AA). Con este fin, se
seleccionaron al azar 20 botones florales en desarrollo de cada tipo durante 2022 y 2023,
Unicamente en Uruapan, la poblacién que presenta una mayor cantidad de flores CH y un mayor
tamafio poblacional. Los botones florales CH se distinguen de los CL por la presencia de pétalos
y espolon bien diferenciado antes de la apertura de la flor. En el caso de las flores CL, los pétalos
presentan un tamafio muy reducido y Unicamente el céliz es visible.

Las flores CH y CL de polinizacién natural se marcaron con un cordon de color distintivo y se
siguio el desarrollo en campo hasta la maduracion del fruto, posteriormente se colectaron
individualmente en una bolsa de papel de estraza y se almacenaron en una bolsa plastica
resellable con gel de silice. Para las flores CH de autofecundacion autonoma (AA), se
seleccionaron flores CH en proceso de apertura y se marcaron con un cordéon de color distintivo

para después colocar una red de tergal francés de 4 cm de ancho por 6 cm de largo anclada al
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suelo con ayuda de pequefios alambres en forma de “V” para cubrir toda la planta e impedir el
paso de posibles polinizadores o visitantes florales. Se siguio el desarrollo en campo hasta la
maduracion del fruto, posteriormente se colectaron individualmente en una bolsa de papel de
estraza y se almacenaron en una bolsa plastica resellable con gel de silice, hasta su analisis en
laboratorio. Las semillas de los distintos tratamientos se contabilizaron bajo microscopio
estereoscopico con ayuda de una aguja de diseccion, una pinza de diseccion curva y un contador
de mano, se almacenaron por tratamiento en cajas de Petri selladas con papel Parafilm.

La produccidn de semillas provenientes de flores CH, CL y AA se comparé mediante un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), el modelo incluyo el efecto de las variables categdricas del
afio, el origen de la semilla y la interaccion entre ambos. Los datos de nimero de semillas fueron
transformados a raiz cuadrada para alcanzar la normalidad. Posteriormente se llevo a cabo una
comparacion multiple de medias (Tukey). Los analisis se realizaron en R version 4.1.3, (R Core
Team, 2022) .

Se llevaron a cabo pruebas de germinacion in vitro con semillas de flores casmdgamas (CH),
cleistbgamas (CL) y de tratamientos de autofecundacion autonoma (AA) durante el 2023; en el
afio 2022 unicamente se realizaron pruebas con semillas CH y CL. Las semillas se esterilizaron
por inmersion en tubos Eppendorf en una solucién de etanol al 96% en agitacion por vortex por
5 minutos, en seguida se transfieren con ayuda de una micropipeta de 200 pl a una solucion de
hipoclorito de sodio comercial al 20% en agitacion por vortex durante 7 minutos, posteriormente
se enjuagaron con agua destilada esterilizada tres veces, conservando el liquido del ultimo
lavado para facilitar la siembra debido al reducido tamafio de las semillas(Martinez, 2017;
Gongcalves et al. 2008). Las pruebas se realizaron en cajas de Petri con 30 ml de medio de cultivo
MS comercial (Murashige y Skoog, ver Apéndice C) reducido a 1/4 de concentracion (Annis,
2013; Pérez-Sanchez, 2017; Grevenstuk y Romano, 2012), el cual se esterilizé previamente a
120°C por 20 minutos, con un pH ajustado a 5.7 (Gongalves et al. 2008). La siembra se realizo
con una micropipeta de 200 ul, en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar. Se
prepard una caja de Petri por cada tipo de semilla, y se colocaron 100 semillas por caja. Después
de la siembra se contaron las semillas depositadas en el medio de cultivo con un microscopio
estereoscopico y un contador de mano. Las cajas de Petri se incubaron en una cadmara de cultivo

con un fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad, a 22°C y con 80% de humedad. Se
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monitorearon cada tres dias durante 30 dias para evaluar el porcentaje de germinacion de cada
tipo de semilla.

Visitantes florales

Se selecciono la poblacion con mayor proporcion de flores CH (Uruapan) para llevar a cabo
observaciones directas por un periodo de 2 a 3 horas por visita, entre las 9:00 y 14:00 horas de
septiembre a diciembre durante los afios 2022 y 2023.

Se realizaron filmaciones para identificar los posibles polinizadores en la poblacion con mayor
proporcion de flores CH (Uruapan) con camaras Sony (Handycam DCR-SR20) entre las 9:00 y
14:00 horas. Las camaras se colocaron de tal forma que se incluyera la mayor cantidad de flores
posibles. Las grabaciones se llevaron a cabo por un total de 9 horas divididas en 4 visitas de
septiembre a noviembre durante 2022 y un total de 3 horas divididas en dos visitas en septiembre
y octubre para el afio 2023.

Se examind material complementario correspondiente a 32 horas de filmacion de flores
casmbgamas grabadas a finales del mes de septiembre de 2021 en Uruapan, Michoacan. Las

filmaciones se realizaron en dos visitas a la poblacion de estudio.
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RESULTADOS

Produccion de flores

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la produccion de flores CHy CL
entre poblaciones, entre afios, y en la interaccion poblacion-afio (Tabla 2,3), lo cual indica que
dentro de las poblaciones la produccién de los diferentes tipos de flor fue distinta entre afios de
estudio. Se encontraron diferencias significativas en la produccion de flores CH y el tamafio de

la planta entre poblaciones (Tabla 2), en comparacién con las flores CL en las cuales no se

detecto un efecto del tamarfio de la planta en la produccion de este tipo de flor (Tabla 3).

Tabla 2. Resultados de la comparacion del numero de flores casmdgamas (CH) entre afios en
poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) mediante un Andlisis de covarianza
(ANCOVA) utilizando el tamario de la planta como covariables

Flores CH
Suma de Media
G.L F Prob>F
cuadrados cuadrada
Poblacion 34.57 17.28 2 59.978 <0.000
Afio 6.51 6.506 1 22.576 <0.000
Tamafio planta 10.91 10.915 1 37.875 <0.000
Poblacion
. 5.32 2.659 2 9.227 <0.000
*Ano
Poblacion*Tamafio
2.88 1.441 2 5.001 <0.001
planta
Residuales 49.28 0.288 171
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Tabla 3. Resultados de la comparacion del numero de flores cleistogamas (CL) entre afios en

poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) mediante un Analisis de varianza

(ANOVA)
Flores CL
Suma de Media
G.L. F Prob>F
cuadrados cuadrada
Poblacién 10.72 5.361 2 23.902 <0.000
Ao 0.96 0.963 1 4.293 <0.01
Poblacién*Afio 6.37 3.186 2 14.207 <0.000
Residuales 39.02 0.224 174

La produccion de flores CH fue mas variable entre afios en Uruapan y Patzcuaro, con respecto
a las flores CL, su produccién fue muy similar entre poblaciones y afios de estudio. En Morelia
se observaron valores de cleistogamia por arriba del 90% en los dos afios de estudio (Fig. 2 A).
En Uruapan se encontré la menor proporcion de flores CL con valores por debajo del 60% y se
registrd la produccion promedio mas alta de flores CH por individuo en los dos afios de estudio,
en comparacioén con Morelia y Patzcuaro, en las cuales se observaron valores promedio por
debajo de 1 para ambos afios (Fig. 2 B). En contraste, la produccion promedio de flores CL por
individuo fue superior a dos en todas las poblaciones y afios de estudio, exceptuando la

poblacién de Uruapan durante 2023.
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El periodo de vida de las plantas, de manera general, ocurrio de septiembre a diciembre donde
se registro una produccion simultanea de flores CH y CL en todas las poblaciones y afios de
estudio, el periodo reproductivo culminé con flores CL en todos los casos. El pico maximo de
floracion se registro entre septiembre y octubre en ambos afios de estudio (Fig. 3). Se documento
un ligero desfase en el pico de floracion entre afios y poblaciones, debido a que en 2022 comenz6
alrededor de septiembre y octubre, mientras que para 2023 ocurrié entre octubre y noviembre.
Durante 2022 la produccion de flores CH fue mas evidente a finales de septiembre y principios
de octubre en todas las poblaciones, mientras que en 2023 ocurrié a mediados de octubre y
principios de noviembre. En contraste, los picos maximos de floracion CL se registraron en el
transcurso del mes de octubre para todas las poblaciones y afios.

Uruapan presenté el periodo reproductivo mas prolongado de todas las poblaciones de estudio,
donde la floracién concluyé a mediados de diciembre, a diferencia de Patzcuaro donde terminé
a finales de noviembre y en Morelia, a finales de octubre para 2022 y finales de noviembre para
2023. En Morelia, el area de estudio que presenté un menor tamafio de poblacién (30 a 50
individuos, Obs. Pers.) en comparacién con Uruapan y Patzcuaro, se produjeron muy pocas
flores abiertas por individuo (CH) (Fig. 3 C). Los picos de floracion CL en esta poblacion fueron
muy similares entre los dos afios de estudio, y se centraron entre septiembre (2022) y octubre
(2023).
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Figura 3. Variacion temporal en la produccion de flores cleistdgamas y casmégamas por individuo en
tres poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) durante dos afios de estudio. A. Uruapan.
B. Patzcuaro. C. Morelia. Las fechas de muestreo pueden cambiar debido a que no se realizaron en los

mismos dias entre poblaciones. Se muestran Unicamente individuos que produjeron flores.
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El diametro promedio de la planta fue significativamente menor en Morelia, la poblacién con
mayor porcentaje de cleistogamia, respecto a Patzcuaro y Uruapan (Fig. 4). Ademas, en la
poblacion de Patzcuaro hubo diferencias entre afios (Fig. 4). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el tamafio de la planta entre poblaciones, entre afios y entre

afos dentro de poblaciones (Tabla 4).
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Figura 4. Tamafio promedio de la planta en poblaciones de Pinguicula crenatiloba
(Lentibulariaceae). El promedio se muestra como una linea roja y la media como una

linea negra. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas P<0.05.
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Tabla 4. Analisis de varianza de dos vias (ANOVA). Comparacion del tamano de la planta en

poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) durante dos afios de estudio

Suma de Cuadrados
G.L. F Prob>F
cuadrados medios
Afio 32.0 32.03 1 6.871 <0.001
Poblacion 578.0 288.98 2 61.999 <0.000
Poblacion*Ano 31.1 15.57 2 3.340 <0.01
Residuales 811.0 4.66 174

Los analisis de correlacion de Pearson entre el tamafio de la planta y el nimero de flores totales
(CH+CL) por individuo mostraron una relacion positiva significativa en Patzcuaro (2022),
Morelia (2022 y 2023) y en Uruapan durante 2022 (Fig. 5), lo cual pone en evidencia que
conforme incrementa el tamafio de la planta aumenta el nimero de flores producidas por
individuo.

Con respecto a las flores casmdgamas (CH), unicamente se encontrd una correlacion positiva
significativa entre el tamafio de la planta y este tipo de flor en la poblacién de Uruapan durante
2022 (R2=0.43, P<0.001, Fig. 5). Finalmente, se encontrd correlacion positiva significativa entre
el tamafio de la planta y el nimero de flores cleistogamas (CL) por individuo en la poblacion de
Morelia durante 2023 (R?=0.17, P<0.01, Fig. 5).
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Figura 5. Analisis de correlacién de Pearson entre el tamafio de la planta y el nimero de flores
totales, CH y CL producidas por individuo en tres poblaciones de Pinguicula crenatiloba durante
2022 y 2023. Se muestran intervalos de confianza del 95%. Se presentan solo resultados
estadisticamente significativos. Los datos del nimero de flores por individuo se presentan sin

transformar a raiz cuadrada.
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Exito reproductivo

Se encontraron diferencias significativas en la produccion de frutos de flores CH entre
poblaciones, entre afios, y la interaccion poblacion por afio (Tabla 5), se encontré un efecto
significativo del tamafio de la planta en la produccién de flores de este tipo. Respecto a la
produccion de flores CL unicamente se encontraron diferencias significativas entre poblaciones
y entre afios dentro de poblaciones, no se encontré un efecto del tamafio de la planta en la
produccion de flores CL (Tabla 6). El promedio de produccion de frutos de flores CL por planta
en P. crenatiloba fue similar entre poblaciones y afios de estudio, el cual oscil6 entre 1y 3 para
todas las poblaciones y afios de estudio (Fig. 6 A). En cambio, la produccion de frutos de flores
CH fue mas variable entre poblaciones de estudio, en Uruapan se registro el promedio mas alto,
lo cual no se registro en ninguna de las otras dos poblaciones.

Se registro una alta proporcion de flores que se convierten en fruto en las poblaciones de estudio,

el cual fue superior a 0.9 en todos los afios y en ambos tipos de flor (Fig. 6 B).

Tabla 5. Resultados de la comparacion del nimero de frutos provenientes de flores
casmogamas (CH) entre afios en poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae)
mediante un Analisis de covarianza (ANCOVA) utilizando el tamafio de la planta como
covariable
Frutos de flores CH
Suma de Media
cuadrados | cuadrada GL. F Prob>F
Poblacion 33.01 16.505 2 59.729 <0.000
Afio 6.23 6.234 1 22.562 <0.000
Tamafo de la planta 11.27 11.274 1 40.799 <0.000
Poblacion 5.06 2.529 2 9.154 <0.000
Afo
o N
Poblacion*Tamafio de | ) 49 1.345 2 4.869 <0.001
la planta
Residuales 47.25 0.276 171
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Tabla 6. Resultados de la comparacion del nimero de flores cleistogamas (CL) entre afios en
poblaciones de Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) mediante un Analisis de varianza
(ANOVA)
Frutos de flores CL
Suma de Media
G.L. F Prob>F
cuadrados cuadrada
Poblacion 10.46 5.23 2 21.357 <0.000
Afio 0.39 0.390 1 1.592 NS
Poblacion*Afio 7.69 3.845 2 15.699 <0.000
Residuales 42.62 0.245 174
1.0 —_— = ey
8 . %697714%%4387675173
g .
= .C.' 0.8
Z 0 : 3
= =
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Figura 6. Produccion de frutos en poblaciones de Pinguicula crenatiloba durante dos afios de
estudio. A. Promedio de frutos de flores CH y CL por individuo, el promedio se muestra como una
linea roja y la media como una linea negra. B. Proporcién de flores CH y CL que se convierten en

fruto (Fruit set). En rojo se muestran el nimero total de frutos producido a nivel poblacional.
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Los tratamientos experimentales en poblaciones naturales mostraron que se producen frutos y
semillas producto de la autofecundacion autonoma en flores abiertas (CH) de P. crenatiloba.
Sin embargo, en el 15% de los casos se registr6 la produccion de frutos sin semillas,
especificamente durante afio 2022. EIl ANOVA de dos vias mostro diferencias estadisticamente
significativas entre el nimero de semillas de los distintos tipos de flores (CH, CL y AA) y entre
afios de estudio. La diferencia en la produccion de semillas entre el mismo tipo de flor no fue
significativa entre afios (Tabla 7). El promedio de produccion de semillas por fruto fue menor
en flores CL en ambos afios de estudio, mientras que los frutos de flores CH y de AA presentaron
en promedio un mayor nimero de semillas en comparacion con los CL (Fig. 7).

Las pruebas de germinacion in vitro mostraron que las semillas CH en el afio 2022 no
germinaron, mientras que las semillas provenientes de flores CL tuvieron un porcentaje de
germinacion del 16%., las cuales germinaron 23 dias posteriores a la siembra. Las plantulas
comenzaron a producir pedicelos florales en el dia 65. En las pruebas realizadas en 2023 se
encontrd que las semillas CL y de tratamientos de autofecundacion auténoma (AA) no
germinaron, en cambio, las semillas CH presentaron un porcentaje bajo de germinacién (10%),

donde el proceso de germinacidn sucedio 15 dias posteriores a la siembra.

Tabla 7. Analisis de varianza de dos vias (ANOVA). Comparacién del namero de semillas
casmogamas (CH), cleistogamas (CL) y de autofecundacion autébnoma en flores CH (AA) en

Pinguicula crenatiloba (Lentibulariaceae) durante dos afios de estudio

Suma de Media
G.L. F Prob>F
cuadrados cuadrada
Afio 72.1 72.08 1 8.824 <0.001
Tipo de flor 170.8 85.39 2 10.454 <0.000
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Figura 7. Produccion de semillas en flores CH (Casmdgamas), CL

(Cleistogamas) y de autofecundacion autonoma en flores CH (AA) de Pinguicula

crenatiloba en Uruapan, Michoacén. La media se muestra como una linea negra

dentro de la caja y en color rojo se observa el promedio para cada tipo de flor.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas P<0.05.
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Visitantes florales

El Unico visitante floral registrado se colecto el 29 de septiembre del 2022 a las 12:15 p.m y se
identific6 como una abeja del género Lasioglossum (Ayala, R., Com. Pers) (Fig. 8). En las
filmaciones correspondientes a 2022 (9 horas) no se registré ninguna visita floral. En el afio
2023 (3 horas) unicamente se registrd un visitante identificado hasta ahora como un individuo
de la clase Arachnida.

En el material complementario correspondiente a 32 horas de filmaciones del afio 2021 se
registraron dos visitantes en flores de P. crenatiloba, el primero fue identificado como una abeja

del género Lasioglossum y el segundo un diptero de la familia Bombyliidae.

Figura 8. Abeja del género Lasioglossum (Halictidae) observada visitando flores
de Pinguicula crenatiloba en Uruapan, Michoacan en el mes de septiembre de
2022. A. Habito dorsal B. Vista lateral. C. Cabeza. Escala en micrémetros (0,01

mm). Fotografias por: Arturo Tavera.
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DISCUSION

El presente estudio constituye uno de los pocos trabajos que evalla detalladamente la
produccion de flores, frutos y semillas durante todo el ciclo de vida de una especie cleistbgama
y carnivora en distintas poblaciones y en distintos afios de estudio.

La variacion en los rasgos reproductivos en P. crenatiloba esta asociada al sitio de estudio y el
aflo de muestreo, puesto que se registraron diferencias estadisticamente significativas en los
porcentajes de flores CH y CL entre poblaciones, entre afios de estudio y entre afios dentro de
poblaciones. La reproduccion CL mostr6 mayor estabilidad entre afios y poblaciones en
comparacion con la reproduccion CH, por lo que la cleistogamia provee aseguramiento
reproductivo a pesar de las fluctuaciones ambientales anuales. Se observd mayor variacion entre
afios en la proporcién de flores y frutos en Uruapan y Patzcuaro, lo cual podria estar relacionado
con las caracteristicas de las poblaciones como un mayor nimero de individuos (>50) y plantas
de mayor tamafio. En Morelia, la poblacién esta ubicada cerca de zonas de pastoreo, presento el
menor numero de individuos (<50) (Barron S. Obs. Pers.) y menor tamafio promedio de la
planta, se documentaron niveles de cleistogamia superiores al 90 % durante los dos afios de
estudio. En poblaciones mas perturbadas, con poca cobertura y alto pastoreo se han registrado
altos porcentajes de cleistogamia (Clay, 1983), ademas, dichas condiciones pueden disminuir la
captura de presas en algunas especies (Primer et al. 2018). No obstante, en este estudio no se
considero ninguna clasificacion o indice para conocer el grado de perturbacion del habitat, ni el
numero de presas capturadas. Es probable que las semillas de flores CL sean importantes para
el establecimiento de plantulas dentro del habitat materno para mantener las poblaciones locales
(Cheplick, 2023). En especies anuales es mas probable que evolucionen estrategias que
maximicen la reproduccion dentro de una temporada, ya que no pueden reasignar recursos para
la reproduccion futura (Albert et al. 2011), por lo tanto, la inversion de recursos a estructuras
CL en ambientes con pocos polinizadores puede ser esencial para el mantenimiento de
poblaciones en especies anuales, como es el caso de P. crenatiloba. Debido a lo anterior, es
posible que el conjunto de caracteristicas que presentd la poblacion de Morelia favoreci6 los
altos porcentajes de cleistogamia durante el periodo de estudio.

A diferencia de Morelia, en Uruapan se encontrd una alta produccién promedio de flores CH
por individuo lo cual podria estar asociado a las condiciones locales como presencia de

polinizadores y tipo de suelo arcilloso (ver Apéndice D), el cual provee una mayor
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disponibilidad hidrica. El porcentaje de cleistogamia fue mas variable entre afios en Uruapan,
no obstante, contrario a lo esperado, se encontré una mayor produccion de flores CH en 2023,
el afio de estudio menor precipitacion anual (2022: 1332.4 mm, 2023: 424.2 mm; Uruapan,
Michoacan, APEAM). Es posible que la textura del suelo, la disponibilidad hidrica y la
temperatura sean factores determinantes en la variacion en el porcentaje de cleistogamia entre
poblaciones de P. crenatiloba, como se documento6 en Triodanis perfoliata, una especie anual
con cleistogamia dimérfica (Ansaldi et al. 2018).

La variacion temporal en la produccion de flores CH y CL en especies cleistogamas es altamente
variable entre taxones y se ha sugerido que las especies anuales y perennes difieren en fenologia
reproductiva (Oakley et al. 2007; Munguia-Rosas et al. 2012). En 2007, Oakley y colaboradores
registraron que en 13 especies anuales pertenecientes a 11 géneros se producian
simultaneamente ambos tipos de flores, iniciando en todos los casos con flores CL, seguida de
flores CH y CL producidas simultaneamente y en algunos casos un segundo periodo de
produccion de flores CL (Oakley et al. 2007). Se sugiere que la produccion de los dos tipos de
flor al mismo tiempo maximiza la probabilidad de tener éxito reproductivo en estas especies
(Soto, 2022). Por otro lado, en aproximadamente la mitad de las especies perennes evaluadas
(17 especies, 10 géneros), se produjeron los dos tipos de flores secuencialmente en distintas
estaciones y a diferencia de las especies anuales, la mayoria de las plantas perennes iniciaron la
produccion de flores CL ya sea simultaneamente, o después de la produccion de flores CH
(Oakley et al. 2007). La produccion simultanea de flores CH y CL también se ha registrado en
especies perennes como Ruellia humilis (Soto, 2022), Microlaena polynoda y Calathea micans
(Oakley et al. 2007). Aunque, en algunas especies, el patron de produccion de ambos tipos de
flor podria estar fuertemente influenciado por la variacion ambiental, como en el caso particular
de Viola caspia, una especie perenne, la cual en condiciones naturales produce secuencialmente
flores CH y CL sin que exista un traslape entre estas, mientras que en condiciones
experimentales de invernadero, la produccion de flores ocurre de manera simultanea
(Ammarellou et al. 2021).

Se encontro un desfase en el periodo de vida de P. crenatiloba en comparacion con lo reportado
en la literatura, la cual indica que ocurre de agosto a febrero (Zamudio, 2005), los resultados de
este estudio indican que el periodo de vida en tres poblaciones de la especie es de septiembre a

diciembre, con los picos maximos de floracion entre septiembre a noviembre, el cual puede
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variar ligeramente entre afios. En las tres poblaciones de estudio, la produccion de flores CHy
CL ocurrio simultaneamente, en algunos casos en el mismo individuo, lo cual concuerda con
los resultados reportados para especies anuales (Oakley et al. 2007), pero con la diferencia de
que en esta especie la produccién simultanea de flores ocurre desde el inicio de la temporada
reproductiva y culminé con flores CL en todas las poblaciones y afios de estudio, quiza como
estrategia de aseguramiento reproductivo o una disminucion de la actividad de polinizadores.
Por otra parte, se ha propuesto que al incrementarse la disponibilidad de recursos aumenta el
tamafio de la planta y con ello una mayor produccién de flores casmdgamas, las cuales suelen
ser mas costosas en comparacion con las cleistbgamas (Wilken, 1982; Waller, 1980; Diaz y
Macnair, 1998). Esta relacién se ha observado en Impatiens capensis, Emex spinosa, Collomia
grandiflora, Amphicarpaea bracteata (Le corff, 1993) y Mimulus nasutus (Diaz y Macnair,
1998). En Pinguicula crenatiloba se encontré una correlacion positiva significativa entre el
tamafio de la planta y la produccion de flores totales (CH+CL) por individuo en todas las
poblaciones de estudio, a excepcion de Uruapan, donde se documentd un efecto significativo
del tamafio de la planta y la produccion de flores CH y flores totales, lo cual indica que conforme
aumenta el tamafio de la planta, incrementa la produccion de flores. Los resultados de este
estudio sugieren que en P. crenatiloba el tamafio de la planta esta relacionado con la asignacion
de recursos a una mayor cantidad de flores o a flores mas costosas (CH), como se ha observado
en otras especies cleistogamas (Forrest y Thomson, 2008; Diaz y MacNair, 1998; Wilken,
1982). Es posible que en Pinguicula crenatiloba la variacion de rasgos reproductivos esté
asociada también a otras condiciones como disponibilidad de polinizadores, disponibilidad
hidrica y de nutrientes y/o captura de presas.

En especies del género Pinguicula se han reportado valores altos en la proporcion de flores que
se convierten en fruto como en el caso de Pinguicula moranensis (90% a 100%; Villegas y
Alcala, 2017; Villegas et al. 2020), en P. vallisneriifolia (81.5% por autogamia y 95.8% en
polinizacion cruzada) (Zamora, 1999) y en P. longifolia subsp. longifolia (81.4%-93.8%)
(Garcia et al. 1994). Por otro lado, en P. ionantha y P. lutea se ha registrado mayor variacion
en la proporcion de flores que se convierten en fruto entre afios y poblaciones (40% a 90%) y
(50% a 100%) respectivamente, asi como en P. planifolia (40% a 100%; Molano-Flores et al.
2018) y P. lutea (55% a 78%) (Primer et al. 2018). En P. crenatiloba se encontré una alta

proporcion de flores CH y CL que se convierten en fruto en distintas poblaciones y afios, en
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todos los casos superiores a 90%, por lo que la heterogeneidad ambiental entre poblaciones y
afios no parece tener un efecto en términos del éxito reproductivo.

En el caso particular de Impatiens capensis (Lu, 2000), Viola canadensis (Culley, 2000) y Viola
pubescens (Culley, 2002), se ha reportado que puede ocurrir autofecundacion en flores CH
excluidas de polinizadores. En el género Pinguicula se ha reconocido que, en especies con flores
pequefias, no hercobgamas y poco visitadas, frecuentemente son autocompatibles (Alcala y
Dominguez, 2011), tal como se ha observado en P. vallisneriifolia (Zamora, 1999), P. vulgaris,
P. villosa (Molau, 1993); aunque algunas no se autofecundan como P. longifolia (Garcia et al.
1994), P. alpina (Molau, 1993) y P. moranensis (Villegas y Alcala, 2017), las cuales presentan
flores coloridas con patrones ultravioleta en la corola y la presencia de espolon prominente que
permanecen abiertas por periodos de tiempo prolongados, , lo cual promueve la interaccion con
visitantes florales (Garcia et al. 1994; Villegas y Alcala, 2017). En Pinguicula crenatiloba, se
encontro produccion de frutos y semillas en flores abiertas (CH) excluidas de polinizadores, por
lo que la proporcidn relativa de flores CH y CL producidas puede no ser un indicador confiable
del nivel real de entrecruzamiento en esta especie. Por lo tanto, debido a que la exclusién de
polinizadores no limito la produccion de semillas en flores CH, es posible que sea necesario un
periodo mas prolongado de estudio para establecer conclusiones sobre la significancia
adaptativa de la cleistogamia en esta especie. Sin embargo, la cleistogamia se ha perdido en
diferentes linajes de plantas, como en el caso de distintas especies del género Viola, lo cual
sugiere que este rasgo es evolutivamente labil (Forrest y Thomson, 2008).

Las fluctuaciones anuales en la abundancia de polinizadores podrian conducir a la seleccion
para producir mayoritariamente flores CL o de autofecundacion tardia en flores CH (Culley,
2002). También es posible que las semillas de flores CH alégamas solo contribuyan a una
pequefia fraccion de la produccion de semillas en ciertas poblaciones, pero puede que sean
esenciales en el mantenimiento de la diversidad genética de las poblaciones de P. crenatiloba
como se sugiere en otras especies (Eckstein y Otte, 2005). EI numero promedio de semillas por
fruto fue mayor en frutos de flores CH y de autofecundacion auténoma en flores CH en
comparacion con frutos de flores CL lo cual concuerda con otras especies cleistogamas como
en Ruellia nudiflora (CH = 11.51 + 0.17 semillas, CL = 8.14 + 0.07 semillas; Munguia-Rosas
et al. 2015) y Monochoria vaginalis (CH = 132 + 8 semillas, CL = 110 £ 9 semillas; Imaizumi

et al. 2008). No obstante, en otras especies se ha registrado un mayor nimero promedio de
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semillas en frutos de flores CL en comparacion con los CH y de AA como en Collomia
grandiflora (AA: 1.23 + 0.64 semillas, CH: 2.23 + 0.06 y CL: 2.35 + 0.12; Wilken 1982),
Impatiens pallida, Impatiens biflora (Schemske, 1978), Danthonia spicata (Clay, 1983) y
Dichanthelium clandestinum (Bell y Quinn, 1985).

En P. crenatiloba el porcentaje de germinacion de semillas CL fue de 16% en pruebas realizadas
en 2022, pero en 2023 se encontraron resultados contradictorios debido a que Unicamente
germinaron las semillas CH (10%). Es importante tener en cuenta el posible sesgo en estas
respuestas debido a que las pruebas Unicamente se realizaron con 100 semillas de cada tipo por
afio debido al tamafio reducido de las poblaciones de estudio. Los experimentos de germinacién
en P. crenatiloba en medio MS ¥ concuerdan con lo reportado para P. ionantha, en la cual se
encontrd un porcentaje de germinacion de 10% en el mismo medio de cultivo, sin embargo, se
reportaron porcentajes mas altos de germinacion (20%) en los tratamientos control con agar al
1% en comparacion con tratamientos en medio de cultivo MS %2y MS ¥ (Annis, 2013). En otras
especies del género se han reportado porcentajes de germinacion mas altos en medio MS Y
como en el caso particular de P. vulgaris con un 24% (Grevenstuk y Romano 2012) y P.
lusitanica con un 40% (Gongcalves et al., 2008).

En el género Pinguicula se ha reportado que son polinizadas principalmente por Hymenoptera
y Diptera (Garcia et al. 1994; Molano et al. 2018). En Pinguicula crenatiloba se reportaron por
primera vez tres visitantes florales distintos, una abeja solitaria del género Lasioglossum, un
diptero de la familia Bombyliidae y un Arachnido. Aparentemente las especies de Pinguicula
polinizadas por insectos presentan bajas tasas de visitas (Molano-Flores et al. 2018), lo cual
concuerda con lo registrado para P. crenatiloba. La baja tasa de visitas sugiere una gran escasez
de polinizadores, por lo que la cleistogamia posibilita la reproduccién a expensas de la falta de
interaccion con vectores bidticos.

El porcentaje de flores CL en P. crenatiloba fue mas constante entre poblaciones y afios, en
comparacion con la reproduccién CH; por lo que es posible que las semillas provenientes de
flores CL permitan el establecimiento en ambientes locales y las semillas de flores CH sean
importantes para ciertos afos. Se ha propuesto que la cleistogamia ha persistido en ciertas
especies debido a una estrategia conocida como “Cobertura de apuestas” o “Bet- hedging”,
donde los organismos presentan adaptaciones para lidiar con ambientes cambiantes,

disminuyendo su adecuacion promedio para reducir la variacion en adecuacion entre diferentes
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habitats, por lo que es posible que sea el caso de P. crenatiloba debido a que se registrd la
produccion de ambos tipos de flor en las poblaciones de estudio y la proporcién de flores menos

costosas (CL) fue constante entre poblaciones y afios de estudio.

41



RECOMENDACIONES

Futuros estudios deben considerar un mayor nimero de poblaciones naturales y evaluar factores
abidticos, lo cual podria estar relacionado con la variacion en este sistema reproductivo Unico,
ademas de estimar el grado de perturbacion del habitat ya que podria estar asociado a las
caracteristicas poblacionales estructurales como nimero de individuos, distribucion, dispersion.
La estructura del habitat también podria influir en el mecanismo de captura de presas en especies
carnivoras, debido a que las condiciones abioticas podrian contribuir a la viscosidad y volumen
de mucilago, el cual promueve la adhesion de las presas en las hojas. En este estudio no se
consider6 el nimero de presas capturadas por individuo, por lo que estudios futuros deben
evaluar si existe una relacion entre el sistema reproductivo con los patrones de captura y
abundancia/proporcion de presas en poblaciones contrastantes para conocer su impacto en la
asignacion de recursos a estructuras reproductivas.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion sobre el porcentaje de germinacion de los
diferentes tipos de semillas deben ser interpretados con cautela debido a que no se pudieron
realizar réplicas por el reducido tamafio de las poblaciones, por lo que futuros estudios deben
evaluar el comportamiento de germinacion bajo distintas concentraciones de medio de cultivo

y en agar-agar (1%), donde se han observado porcentajes de germinacion mayor al 10%.
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CONCLUSIONES

Se encontraron porcentajes contrastantes de cleistogamia entre poblaciones y afios de estudio,
lo que sugiere que la cleistogamia puede resultar ventajosa en ambientes heterogéneos y con
una baja abundancia de polinizadores, ya que Unicamente se registraron 3 visitantes florales
durante el periodo de estudio. Contrario a lo esperado, en el afio con menor precipitacion se
registré una mayor abundancia de flores CH en una de las poblaciones de estudio. Se encontrd
una alta proporcion de flores que se convierten en fruto, tanto de flores CH como CL por lo que
hasta ahora no es claro cual podria ser la ventaja de la cleistogamia en términos de éxito
reproductivo. Se encontrd produccion de frutos en flores CH excluidas de polinizadores, por lo
que proporcion relativa de flores CH y CL producidas puede no ser un indicador confiable del
nivel real de entrecruzamiento en las poblaciones. El presente estudio pone en evidencia la
importancia de comprender el papel de los factores bioticos y abidticos en la variacion de rasgos
reproductivos en sistemas de apareamiento en angiospermas ya que estos factores pueden tener
un gran impacto a nivel poblacional, lo cual es esencial para entender la respuesta de las plantas

frente al cambio climético.
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APENDICE
A. Factores bidticos y abioticos asociados a la cleistogamia

La cleistogamia es un mecanismo complejo influenciado por el ambiente y las caracteristicas

genéticas de los individuos. Diversos estudios han explorado empiricamente la asignacion de

recursos en especies que producen flores CHy CL, y han demostrado que la proporcion de flores

producidas por un individuo puede modificarse por factores ambientales como la humedad del

suelo, temperatura, la fertilidad del suelo, la intensidad luminica, la densidad de individuos, las

condiciones de polinizacion, la disponibilidad hidrica, entre otros (Ver Tabla A) (Campbell et

al. 1983; Le Corff, 1993).

En la siguiente tabla se presentan casos de especies cleistdbgamas, donde se han evaluado los

factores que promueven la produccion de ambos tipos florales ya sea en condiciones

experimentales o de campo.

Tabla A. Factores comunmente asociados a la cleistogamia

Factor Descripcion

Reduccioén en la cantidad de luz,

disminucion en la produccion de flores CH

La proporcion de flores CL es menor en

areas sombreadas

En alta luminosidad la especie produce
flores CH, y con mayor tasa de
cruzamiento en comparacion con sitios

Luz (light sombreados

quantity) Bajo condiciones de sombra, la produccién
de flores CH se da por un periodo corto y

una produccién temprana de flores CL

Aumento en disponibilidad luminica
produce mayor cantidad de inflorescencias

con flores CH

En ambientes de alta disponibilidad
luminica se producen mayoritariamente
flores CH
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Ciclo de
vida

Perenne

Perenne

Anual

Perenne

Perenne

Anual

Especie

Viola

pubescens
Viola

mirabilis

Monochoria

vaginalis

Ruellia
nudiflora

Calathea

micans

Triodanis

perfoliata

Familia

Violaceae

Violaceae

Pontederiacea

e

Acanthaceae

Marantaceae

Campanulacea

e

Cita

Stemberger
et al. 2020

Mattilay
Salonen,
1995

Imaizumi et
al. 2008

Munguia-
Rosas et al.
2012

Le Corff,
1993

Colbert,
2015



En fotoperiodos cortos y con humedad alta,

se producen mayoritariamente flores CH

En diferentes poblaciones de un gradiente
ambiental las semillas de flores CH
presentaron una reduccion en tamafio
conforme la disponibilidad de luz
disminuia, mientras que el tamafio de las
semillas de flores CL se mantuvo constante

a lo largo del gradiente

En condiciones experimentales de alta
luminosidad y nutrientes se presenta gran
crecimiento vegetativo. Se observé que en
esta especie las condiciones de baja
luminosidad son necesarias para la

produccion de flores CH.

En bajas temperaturas aumento en la

produccion de flores CL

Temperatura elevada y sequia dan como

resultado flores CL

Unamutante de arroz produce flores
cerradas bajo condiciones de altas

Temperatura temperaturas.

Periodos largos de frio inducen mayor

produccion de flores CL

Se puede inducir la cleistogamia con
tratamiento de frio en cdmaras de cultivo.
Temperaturas bajas producen flores CL y
flores intermedias. En tratamientos sin frio

se producen mayoritariamente flores CH

Poca humedad en el suelo, alto porcentaje

Disponibilidad de flores CL
hidrica/ Altahumedad en el suelo produce flores
Humedad en el CH
suelo Baja disponibilidad de agua en el suelo

produce mayoritariamente flores CL
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leucotricha
Bromus
Perenne .
carinatus
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Kawano, et
Polygonaceae
al. 1990.
. Park et al.
Violaceae
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. Jones et al.
Violaceae
2013
Koike et al.
Poaceae
2015
Stemberger
et al. 2020
Brassicaceae
Morinaga et
al. 2008
Stemberger
Poaceae
et al. 2020
Harlan,
Poaceae
1945
. Brown,
Gramineae
1952



Tamario de la

planta

Disponibilidad

de nutrientes

Densidad de

individuos

Condiciones de

polinizacion

La produccion de flores CL esta ligada al
porcentaje de humedad en el suelo.
Humedad del 8-20% se producian en su

mayoria flores CL

Conforme incrementa el tamafio de la
planta, el porcentaje de casmogamia

incrementa de igual forma

En condiciones que favorecian un maximo
crecimiento se observaron
mayoritariamente inflorescencias CH, y en
condiciones limitantes del crecimiento, las
plantas producian solo una inflorescencia
CL

Aumento en la disponibilidad de nutrientes
produce una alta proporcién de flores CH

La produccion de flores (CH/CL) aumenta
significativamente cuando se aplica
fertilizante en condiciones experimentales

Las poblaciones en condiciones silvestres
presentan flores CL. Experimentalmente se
redujo la densidad de individuos en
comparacion con poblaciones naturales y se
produjeron flores CH tempranamente y un
incremento en el nimero de plantas que
producen flores CH. La duracién y la
produccion de flores CL y CH fue mejor en

densidades reducidas

Las flores CL se presentan en poblaciones

con densidad relativamente alta

En condiciones de densidad baja se
producen mayoritariamente flores CH, en
comparacion con tratamientos

experimentales de alta densidad

Las plantas que recibieron suplementacion
de polen presentaron una frecuencia mas
baja de flores CH en comparacion con las

que no recibieron suplementacion
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Perenne

Anual

Anual

Perenne

Perenne

Anual

Perenne

Perenne

Anual

Viola

lanceolata

Mimulus

nasutus

Collomia
grandiflora

Calathea

micans

Viola

collina

Impatiens

capensis

Lithospermu
m

caroliniense

Lespedeza

cuneata

Triodanis

perfoliata

Violaceae

Phrymaceae

Polemoniacea
e

Marantaceae
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Balsaminacea

e

Boraginaceae

Fabaceae

Campanulacea

e

Ranuay
Weinig,
2010

Diaz y
MacNair,
1998

Wilken,
1982

Le Corff,
1993

Park et al.
2022

Schmitt et
al. 1987

Levin, 1972

Benenati,
2000

Ansaldi et
al. 2018



Suplementacion de polen dio como

) ) ] ) Munguia-
resultado una mejor supervivencia de las Ruellia
Perenne . Acanthaceae Rosas, et
plantas, perono tuvo efecto en la nudiflora
. al. 2015
produccion de flores CH.
Defoliacion experimental causo efecto
negativo en produccion de frutos CH Ruelli Munguia-
uellia
Herbivoria asociado al costo de produccion de estas | Perenne i Acanthaceae Rosas, et
nudiflora
estructuras y a la reduccion en la tasa al. 2015

fotosintética por la defoliacion

B. El género Pinguicula, L.

La familia Lentibulariaceae (Orden Lamiales), estd conformada por tres géneros: Genlisea,
Utricularia y Pinguicula. Todos los individuos de la familia Lentibulariaceae, cerca de 300
especies, son plantas carnivoras pequefias, herbaceas, anuales o perennes, que pueden ser
terrestres, acudticas o epifitas (Fleischmann, 2011; Espinosa-Matias et al. 2005).

Las especies del género Pinguicula (Latin “Pinguis” = grasoso, pegajoso) se caracterizan por
presentar una roseta compacta con hojas ovadas que puede ir desde los pocos centimetros hasta
aproximadamente 30 centimetros de didmetro. Algunas especies son anuales, pero la mayoria
de los integrantes del género son perennes. Todas las especies del género presentan raices
adventicias fibrosas (Legendre, 2000).

Las especies del género Pinguicula son plantas carnivoras, capaces de atraer, atrapar, digerir y
absorber nutrientes de presas como pequefios dipteros y &fidos (Fleischmann, 2021; Legendre,
2000; Zamudio, 2005). La carnivoria en Pinguicula se basa en la presencia de dos tipos de
glandulas: sésiles y pedunculadas. EI nimero de glandulas varia dependiendo de la especie, en
la mayoria de las especies se encuentran en la parte superior o adaxial de la hoja, en algunas
especies también se encuentran en los pedunculos florales, en la flor o los sépalos. Las glandulas
pedunculadas secretan un mucilago pegajoso que es responsable de atrapar a las presas. Solo
juegan un papel menor en la digestion, que se lleva a cabo principalmente por las glandulas
sésiles. (Vassilyev y Muravnik, 1988; Legendre, 2000).

Las hojas de los individuos del género constituyen un sistema altamente eficiente para la captura
de presas, ademas las hojas exhiben movimientos, una propiedad poco comun dentro de las
plantas carnivoras. Estos movimientos suceden lentamente y pueden tardar horas o dias para

completarse, es probable que estos ayuden a mantener las secreciones de las glandulas en
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contacto con la presa. Estos movimientos se dan en diferentes fases: i) Cuando la presa se
adhiere a la hoja, las células pedunculares cercanas pierden turgor para mantener a la presa en
mayor contacto con la hoja. ii) Las células pedunculares forman un pequefio cuenco donde se
pueden acumular las secreciones para envolver a la presa. Si la presa se encuentra cercana a los
margenes de la hoja, esta se plegara para cubrir por completo a la presa (Legendre, 2000).
Todas las especies exhiben flores solitarias muy llamativas (a excepcion de P. ramosa que
produce de 2 a 3 flores por pedicelo). Las flores aparecen con la primera roseta de hojas del afio
en las especies que crecen en clima templado y pueden aparecer con el segundo conjunto de
hojas en las especies que crecen en regiones tropicales. La corola puede ser blanca, rosa, morada,
lavanda, violeta, amarilla 0 una combinacion de estos con vetas mas o menos pronunciadas. El
caliz esta formado por cinco sépalos que son a menudo verde o morado y mas pequefio que los
pétalos. En muchos casos el piso de la garganta desarrolla un paladar peludo. Se producen vainas
de semillas redondas, elipsoides o puntiagudas. Las semillas rara vez superan el doble del
tamarfio de los sépalos y albergan de 20 a 100 semillas (Legendre, 2000).

Las flores de Pinguicula se polinizan principalmente por insectos. Los insectos pequefios llegan
al labio inferior de la corola, que tiene en el punto de llegada algunas marcas especificas o
paladares coloreados. Los insectos tocan primero con su trompa el estigma que mas 0 menos
cubre las anteras, y después las anteras. En el espoldn de la flor se encuentra con frecuencia una
sustancia mucosa libre de azucar, excretada de las células de la epidermis interior. Los insectos
se alimentan del polen que cuelga sobre las estructuras glandulares, los cuales sirven de alimento
también (Casper, 1966). Las especies del género de Centroamérica y México se caracterizan por
una enorme divergencia en el tamafio y color de las flores y son polinizadas por mariposas,
moscas, abejas y colibries. Los tricomas florales juegan un papel clave en la interaccién planta-
polinizador (Lustofin et al. 2023).

C. Medio de cultivo, esterilizacion y siembra de semillas

El medio MS (Tabla B) simula las condiciones de sueloy es uno de los medios mas comunmente
usados en cultivo in vitro (Phillips y Garda, 2019), debido a que cubre las necesidades
nutricionales de muchas especies de plantas, incluyendo las plantas carnivoras. Se puede
mejorar la eficiencia de este medio de cultivo ajustando las concentraciones y la suplementacion

de hormonas dependiendo de la especie (Macedo et al. 2020).
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La esterilizacion de semillas se realizara en tubos eppendorf con ayuda de una micropipeta de
200 pl: hipoclorito de sodio al 20% (Cloro comercial) (Vortex: 15 minutos). Enjuagar con agua
destilada estéril tres veces. Se retira el cloro y se enjuaga con agua destilada estéril tres veces, y
se conserva en el tubo el agua del ultimo lavado. La semilla se siembra en el medio con el
residuo del ultimo lavado de agua destilada (Grevenstuk y Romano, 2012; Martinez, 2017,
Gongalves et al. 2008).

La siembra de semillas se realiza en medio MS reducido a ¥4 (Annis, 2013; Pérez-Sanchez,
2017; Grevenstuk y Romano, 2012), en campana de flujo laminar en condiciones asépticas, se
realiza con ayuda de una micropipeta, absorbiendo liquido con semillas y colocandolo en toda
la superficie de la caja gota a gota. Posteriormente se cierra cada caja con plastico Parafilmy se
etiquetan con el tipo de semilla y la fecha. Para corroborar que se hayan depositado las semillas
en el medio, se realizara un segundo conteo de semillas bajo microscopio estereoscépico debido

al reducido tamafo de las semillas.

Tabla B. Ingredientes de Medio MS comercial PhytoTech
Labs al 100%: 4.36 gramos de sales/It

Ingredientes Porcentaje

Nitrato de amonio 37.41%

Nitrato de potasio 43.18%

EDDHA férrico sodico 2.2%

Cloruro de cobalto, hexahidrato 0.0006%
Sulfato de cobre, Pentahidrato 0.0006%
Molibdato de sodio (VI), Dihidrato 0.0057%

Sulfato de manganeso, Monohidrato 0.38%

Yoduro de potasio 0.019%

Acido bérico 0.14%

Extraido de: https://phytotechlab.com/murashige-skoog-

modified-basal-salt-mixture-m407.html
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D. Analisis de suelo en poblaciones de estudio

Tabla D. Andlisis de suelo en poblaciones de Pinguicula crenatiloba en el estado de Michoacéan

URUAPAN MORELIA PATZCUARO
Analisis fisicos
Clase Franco arcilloso (Suelo
Acrcilloso (Suelo pesado) Franco (Suelo medio)
textural medio)
Andlisis quimicos
ppm kg/ha | Interpretacion ppm kg/ha | Interpretacion ppm kg/ha | Interpretacion
Fésforo 24 45 Bajo 79 176 Alto 48 95 Adecuado
Potasio 144 270 Adecuado 64 143 Bajo 144 206 Adecuado
Calcio 200 375 Deficiente 250 556 Deficiente 650 1300 Bajo
Magnesio 1080 2025 Alto 270 600 Adecuado 1410 2820 Alto
Carbonatos 1100 2063 Alto 1900 4222 Alto 5 11 Alto
Nitrogeno 76 143 Adecuado 26 57 Bajo 50 101 Adecuado
mineral
pH en agua 5.6 (Lig. Acido) 4.8 (Muy écido) 5.6 (Lig. Acido)
Cationes intercambiables
meqg/100g | % | Interpretacion | meq/100g % | Interpretacion | meg/100g| % | Interpretacion
Potasio 0.4 3.5 Insuficiente 0.2 4.4 Suficiente 0.4 2.4 Insuficiente
Calcio 1 9.5 Insuficiente 13 33 Insuficiente 3.3 21 Insuficiente
Magnesio 9 85.9 Insuficiente 2.3 60 Insuficiente 11.8 75.9 Insuficiente
C.I.C 10.5 Media 3.8 Baja 15.5 Media
Analisis realizados en el Instituto Tecnoldgico del Valle de Morelia
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