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CAPITULO I
INTRODUCCION GENERAL

Interacciones ecoldgicas e interaccion hormiga-planta

La diversidad de especies varia entre las diferentes regiones del planeta, aunque en
general para la mayoria de grupos taxonoémicos, la riqueza de especies es mayor en las regiones
cercanas al ecuador y disminuye hacia los polos. Esto genera patrones biogeograficos que
determinan en el nimero de interacciones interespecificas (Fischer, 1960, Schemske, 2002,
Schemske, 2009). A su vez, las interacciones interespecificas influyen en los patrones de
adaptacion y variacion de las especies, asi como en la organizacion y estabilidad de las
comunidades (Thompson, 2005, Futuyma y Slatkin, 1983, Bodini y Giavelli, 1989, Rico-Gray,

2001), promoviendo la diversidad entre las especies interactuantes (Schluter, 2000).

Las interacciones mutualistas involucran la transferencia de energia y nutrientes entre
individuos de dos o mas especies aumentando la adecuacion de los participantes de la
interaccion, mientras que las interacciones antagonistas ocurren cuando la adecuacion de un
individuo de una especie incrementa a medida que disminuye la de la otra especie (Holland et
al., 2005). Sin embargo, algunas especies pueden actuar como antagonistas en una fase de su
ciclo de vida, mientras que en otro lo hacen como mutualistas. Por ejemplo, las orugas de la
mariposa Danaus plexippus son herbivoras de la planta Asclepias curassavica, mientras que las
mariposas son polinizadoras de las flores de esta planta (Ackery y Vane-Wright, 1984).
También es comlin que algunas especies interactuen simultdneamente de diferente forma e
intensidad con diferentes especies, donde puedan ser antagonistas, mutualistas y neutralistas a
la vez. Por ejemplo, las hormigas de la especie Formica neorufibarbis son visitantes florales de
tres especies de plantas, Paronchya pulvinata, Eritrichum arentoides y Oreoxis alpina, pero
polinizan las flores de la primera, son florivoras de la segunda, y en la tercera su presencia en

las flores no afecta la produccion de semillas (Puterbaugh, 1998).

Los beneficios del mutualismo pueden repartirse de manera asimétrica entre las especies
interactuantes, donde una puede obtener mas beneficio que la otra (Bronstein, 1994). Algunos
autores sugieren que los mutualismos son parasitismos reciprocos entre individuos de dos
especies, y se ha probado que en ocasiones algunas especies interactuantes hacen “trampa” a la

otra especie asociada mediante un tipo de interaccion como el mimetismo batesiano.
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La mayoria de las interacciones ecoldgicas entre organismos conducen a la competencia
por la obtencion de recursos necesarios para sobrevivir (p. €j., agua o nutrientes, espacio), donde
las diferencias en la disponibilidad de recursos en las comunidades influyen en las dinamicas
de interaccion entre las especies. Por ejemplo, la interaccion en la que un organismo se beneficia
al consumir totalmente a otro se le conoce como depredacidon, pero si sélo consume
parcialmente a otro, se le llama apacentamiento, aunque existen variaciones como el
parasitismo o la herbivoria (Del Val y Boege, 2012). Esta tlltima es una interaccion antagénica
entre plantas y animales en la cual los organismos animales consumen total o parcialmente el
tejido de las plantas (p. ¢€j., hojas, tallos, flores) y ocasiona efectos negativos en la adecuacion
de la planta, reduciendo el crecimiento y la reproduccion, y la produccion y viabilidad de las
semillas (Marquis, 1984, Del Val, 2012). El impacto que la herbivoria genera, depende de la
parte consumida de la planta y de la fase del desarrollo de la planta al momento en que ésta
ocurre (Weiner, 2004), teniendo un efecto negativo mayor durante las etapas juveniles (Dirzo,
1984, Marquis, 1984). Las consecuencias de la herbivoria en las estructuras reproductivas,
como las flores (florivoria), tienen repercusiones mas graves para la reproduccion de la planta
que el dafio a tejidos vegetativos, debido a que modifica morfologia y simetria de las flores y
reduce o elimina las estructuras reproductivas masculinas (p. €j. polen, anteras) o femeninas (p.

ej. ovulos) (Marquis, 1992, Strauss, 1997, Del Val, 2012).

El dafio por herbivoria representa una importante fuerza selectiva que ha llevado a las
plantas a desarrollar mecanismos de defensa que les permitan lidiar con sus consumidores
(Turley et al., 2013). Estos incluyen caracteristicas de resistencia fisicas y/o quimicas que
reducen la cantidad de dafio recibido; ademds de mecanismos de tolerancia que les permiten
responder una vez que ha ocurrido el dafio ocasionado, y estrategias de escape que reducen la
probabilidad de que las plantas sean encontradas por sus consumidores (Dirzo, 1984, Crawley,
2009, Boege y Marquis, 2005). Entre los mecanismos de tolerancia, estan por ejemplo
incrementar la tasa fotosintética neta, las tasas de crecimiento relativo, entre otras (Strauss y
Agrawal, 1999). Por ejemplo, Canto et al. (2004) encontraron un conflicto entre crecimiento y
despliegue floral debido a la herbivoria en las plantas de Anthurium schlechtendalii (Araceae),
donde la herbivoria no tuvo efecto sobre el crecimiento de las plantas, sin embargo afecto el
despliegue floral, inhibiendo la floracion de las plantas. En contraparte, en algunas ocasiones
la adecuacion de las plantas puede verse favorecida por la herbivoria, es decir que las plantas
aumentan su biomasa una vez que ha ocurrido el dafo, debido a la activacion de los meristemos

apicales, a este fendmeno se le denomina sobrecompensacion (Lennartsson et al., 1998).
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Por otro lado, algunas plantas despliegan estrategias defensivas para tratar de reducir el
consumo del tejido por los herbivoros. Estas son el resultado de la interaccion de las plantas
con sus diferentes agresores, favoreciendo que exista una alta diversidad de sustancias
defensivas y caracteres morfoldgicos que minimizan la perdida de tejidos ante los antagonistas
y en consecuencia aumentan la adecuacion de la planta (Agrawal et al., 1999, Erb et al., 2012,
Ponzio et al., 2013, Karban y Baldwin, 1997). Entre las estrategias defensivas se pueden
encontrar defensas directas, por ejemplo, espinas, tricomas o metabolitos secundarios que
vuelven menos comestible el tejido; y defensas indirectas como sefiales volatiles o recompensas
que les permiten atraer antagonistas de los insectos herbivoros, (Janczur et al., 2014, Brouat et
al., 2000). Muchas plantas atraen hormigas que son depredadores naturales de muchos insectos,
proporcionandoles alguna fuente de alimento (i.e., cuerpos de Belt, néctar extrafloral) y/o
refugio (i.e., domacios) a cambio de su proteccion (Del-Claro et al., 1996, Oliveira y Freitas,

2004, Del Val y Dirzo, 2004).

Los nectarios extraflorales, son glandulas que secretan liquidos con azucares (i.e.,
sacarosa, hexosa), lipidos y aminoécidos, que alimentan a las hormigas que los visitan
(Nicolson y Thornburg, 2007). Los nectarios extraflorales pueden encontrarse en diferentes
partes de la planta, por ejemplo, en hojas, peciolos, estipulas, tallos y tejidos en crecimiento
(Elias, 1983, Gonzalez y Marazzi, 2018, Aguirre et al., 2013, Diaz-Castelazo et al., 2005). A
diferencia de los nectarios florales que estan involucrados en la polinizacion, la funcion de los
nectarios extraflorales es atraer y recompensar a diversas especies de insectos, que entre otras
cosas les brindan proteccion contra los herbivoros de la planta (Heil et al., 2001, Ness, 2003,
Pacini etal., 2003, Vesprini et al., 2003, Elias, 1983, Beattie, 1985). En este tipo de asociaciones
las diferentes especies de hormigas que se alimentan de los nectarios extraflorales exhiben
conductas agresivas por tres razones: (1) comportamiento de posesion cerca de los sitios de
anidacion y de alimentacion, (2) comportamiento depredador contra sus presas y (3) respuestas
de ataque mediadas por feromonas ante una amenaza (Bentley, 1977b, a, Way, 1963). El
comportamiento de posesion descrito por Way (1963) consiste en la agresion desplegada contra
cualquier organismo intruso en el territorio o recurso monopolizado por una colonia de
hormigas. Este comportamiento es mas notable cuando la fuente de alimento es relativamente
abundante y cercana al nido (p. ¢j., néctar extrafloral). En el caso del mutualismo obligado entre
hormigas de la especie Pseudomyrmex ferruginea y la planta Acacia cornigera, las hormigas
ahuyentan a los insectos herbivoros en cuanto son detectados en la planta (Rico-Gray y Oliveira,

2007). Asimismo las plantas de 4. cornigera producen “recompensas exclusivas™ que soélo las
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hormigas de esta especie pueden digerir (p. ej. néctar extrafloral, cuerpos de Belt), ademas de
proveerles refugio en las cavidades huecas de las espinas de la planta (Janzen, 1967, Orona-
Tamayo et al., 2013). Otro ejemplo involucra a las hormigas de la especie Ectotomma
tuberculatum que se posan con las mandibulas abiertas dispuestas a agredir a cualquier intruso
que se aproxime a los nectarios extraflorales cercanos a las flores en crecimiento de Bixa
orellana, reduciendo la actividad de insectos fitofagos y en consecuencia aumentando el

numero de frutos en la planta (Bentley, 1977b).

Aunque la respuesta conductual agresiva puede variar entre las diferentes especies de
hormigas, las sefiales feromonales que las inducen actiian con dos propositos: como “alarma de
panico” y como “alarma de agresion” (Wilson y Regnier, 1971). Este comportamiento de
agresion es inducido por feromonas (p. €j., n-undecano, n-decano), liberadas por las glandulas
de Dufour de una hormiga al detectar a un intruso (Fujiwara-Tsujii et al., 2006), o por la
liberacion de compuestos volatiles organicos de una planta afectada por herbivoria, que induce
el reclutamiento y hacinamiento de hormigas en la parte danada (Heil et al., 2001). Por ejemplo,
la conducta agresiva de hormigas obreras de Lasius fuliginosus en presencia de feromonas de
alarma (n-undecano), consiste en perseguir la fuente de la feromona con las mandibulas abiertas
(Stoeftler et al., 2007). Otro ejemplo, es el de las hormigas Petalomyrmex phylax que patrullan
y defienden las partes juveniles de la planta Leonardoxa africana subsp. africana en contra de
los insectos fitofagos, inducidas por los compuestos volatiles o cuticulares secretados por estas
partes en crecimiento y que ademas producen néctar extrafloral (Bentley, 1977a, Brouat et al.,
2000). De igual forma, Duffield et al. (1976) extrajeron una feromona de alarma (2,5-dimethyl-
3-isopentylpyrazine) de las glandulas mandibulares de hormigas obreras de Hypoponera
opacior 'y Ponera pennsylvanica, y encontraron que cuando las obreras son expuestas a esta
feromona se incrementa su actividad, sin embargo, no se induce una conducta de agresion,

como la apertura de las mandibulas en sefial de ataque.

Defensa y reparticion de recursos en plantas

El resultado en la interaccion entre hormigas y plantas depende en gran medida de las
especies asociadas, su agresividad y la composicion de herbivoros (Miller, 2007). De igual
forma es importante considerar las condiciones ambientales estresantes como la poca
disponibilidad de nutrientes en los suelos, altas temperaturas, y restriccion en la disponibilidad
de agua, las cuales juegan un papel fundamental en la evolucion de los mecanismos de defensa

(Godinez-Alvarez y Valverde, 2003). En particular, en ambientes aridos el néctar extrafloral
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puede ser un recurso importante para muchos organismos, debido a la poca disponibilidad de
agua y azucares como fuentes de energia (Holland et al., 2010). Los organismos que viven en
habitats pobres en nutrientes, como es el caso de los ambientes aridos y semidridos, tienen una
mayor probabilidad de establecer asociaciones mutualistas, ya que una pequefia ganancia a
consecuencia de estas asociaciones puede aumentar su adecuacion de manera significativa, en
particular las interacciones con hormigas (Rico-Gray, 2001, Sagers et al., 2000). Por ejemplo,
en Prosopis laevigata, una planta que crece en regiones aridas y semidridas, las altas
temperaturas y baja humedad ambiental durante el dia, han hecho que la produccion de néctar
sea mayor durante la noche, momento en que las hormigas y los herbivoros son mas abundantes

(Dattilo et al., 2015).

Si bien algunos estudios sugieren que mantener el mutualismo hormiga-planta a través de
la produccion de néctar extrafloral es costosa, en términos de inversion de recursos que pueden
ser utilizados en otras funciones (Frederickson et al., 2012, Stanton y Palmer, 2011), se ha
demostrado que en mutualismos facultativos la formacion de nectarios extraflorales y la
produccion de néctar extrafloral tienen poco efecto disminuyendo la adecuacion y el
crecimiento de las plantas (Rutter y Rausher, 2004). Adicionalmente, Katayama y Suzuki
(2011) reportaron en Vicia sativa que energéticamente es mas barato producir néctar extrafloral
(<0.1% biomasa total de la planta) que defensas quimicas (>20% biomasa total de la planta).
Estos resultados apoyan la idea de que es mas costoso invertir en defensas directas que en

indirectas, mediante néctar extrafloral.

Por esta razon y debido a las condiciones ambientales limitantes presentes en ambientes
aridos y semiaridos, las plantas tienen que asignar los recursos disponibles entre sus procesos
vitales, como el crecimiento, la reproduccion y la defensa (Coley et al., 1985). En este contexto,
st las plantas invierten mas recursos en defensas, €stas tendran menor herbivoria, pero también
habra disminucion en su crecimiento, tasas fotosintéticas y su reproduccion (Redman et al.,
2001, Preisser et al., 2007). Por lo que la asignacion diferencial de recursos en la planta puede
llegar a generar el aborto de las estructuras reproductivas y vegetativas (Buckley y Avila-Sakar,
2013, Stephenson, 1981), y la herbivoria podrian potenciar ese efecto en la adecuacion de la
planta al disminuir el nimero de frutos y semillas producidos (Bentley, 1977b). Segun la
hipdtesis de disponibilidad de recursos de Coley et al. (1985), que supone que las especies de
plantas adaptadas a crecer en sitios con poca disponibilidad de recursos, como los ambientes
semidridos, tendran crecimiento lento y menor dafio por herbivoros debido a que estaran mejor

defendidas, en comparacidon con las especies adaptadas a crecer en ambientes con mayor
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disponibilidad de recursos que tendran crecimiento rapido y mayor herbivoria debido a menores

niveles de defensa.

Ademas, se sabe que hay diferencias intersexuales en la asignacion de recursos, por
ejemplo, las plantas masculinas tienen mayor nimero de herbivoros y sufren mas dafio, que las
plantas femeninas, esto genera diferencias en la reproduccion, el crecimiento y las defensas
(Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010, Cornelissen y Stiling, 2005). Asimismo las plantas asignan sus
recursos de acuerdo con la vulnerabilidad de la fase de desarrollo de la planta; de esta forma se
promueven niveles mas altos de cualquier mecanismo defensivo durante las fases tempranas de
desarrollo, debido a que son las fases mas vulnerables a la herbivoria (Spiegel y Price, 1996,
Boege y Marquis, 2005, Barton y Koricheva, 2010). En este sentido, la Teoria de Defensa
Optima (TDO) propuesta por McKey (1979) y Rhoades (1979), predice que para minimizar el
costo de producir defensas contra los herbivoros de manera general en toda la planta y
maximizar la resistencia contra los herbivoros, la defensa serd asignada a ciertas partes de la
planta, en proporcion al valor, tamafio, edad y a la intensidad de la herbivoria (McKey, 1979,
Rhoades, 1979, Holland et al., 2009). En plantas con nectarios extraflorales, la TDO supone
que los tejidos vegetativos y reproductivos en crecimiento deberian ser mejor defendidos
cuando los herbivoros son mas abundantes (Millan-Canongo et al., 2014), ya que la pérdida de
estas estructuras tendria consecuencias importantes en la supervivencia y reproduccion de las
plantas, al reducir el nimero de frutos y semillas (Bentley, 1977b), y disminuir la tasa

fotosintética por la reduccion de tejido vegetativo (van Dam et al., 1995).

Por lo cual, es de esperarse que si ocurre la asignacion diferencial del néctar extrafloral
entre tejido vegetativo y reproductivo, entonces la composicion de hormigas visitantes puede
cambiar, y aumentando su reclutamiento y actividad en la planta, mejorando la defensa anti-
herbivoros (Gonzalez-Teuber et al., 2012). Sin embargo, también el néctar extrafloral
producido puede variar en composicion y cantidad, dependiendo de la fenologia de la planta y
la intensidad de herbivoria (Heil et al., 2000, Bliithgen et al., 2004), ocasionando que diferentes
especies de hormigas visiten las plantas (Wilder y Eubanks, 2010), y en consecuencia se

modifique la eficacia de la proteccion anti-herbivoros.

En general las interacciones hormiga-planta han sido ampliamente estudiadas y el
resultado de la interaccion ha sido observado en numerosas especies interactuantes (Rico-Gray
et al., 2008). Aunque son numerosos los ejemplos donde las hormigas que se alimentan de

néctar extrafloral defienden a la planta contra los herbivoros (Janzen, 1966, Chamberlain y
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Holland, 2008, Miller, 2007, Mathews et al., 2007, Koptur, 1984, Oliveira y Freitas, 2004, Heil,
2008), son pocos los estudios que se han realizado en la familia Cactaceae, especialmente con
especies del género Opuntia (Oliveira et al., 1999, Pickett y Clark, 1979, Alma et al., 2015).
Aun son menos los estudios que analizan el efecto de la interaccion hormiga-planta en donde
se consideren plantas con diferentes sexos presentes en un poblacion (v.gr., dioicas, trioicas)
(Beaumont et al., 2016); a pesar de que se sabe que hay diferencias en la asignacion de recursos
entre los sexos (Eckhart y Seger, 1999), y que éstas pueden modificar las comunidades de
artrépodos a diferentes niveles multitroficos (Dungey et al., 2000, Johnson y Agrawal, 2005,
Nell et al., 2018, Petry et al., 2013). Los efectos de la interaccion hormiga-planta en relacion al
sexo de las plantas (hermafrodita, masculina y femenina) siguen siendo poco entendidos en

ambientes semiaridos.

La presente tesis tuvo como objetivo evaluar el efecto de las hormigas asociadas con los
nectarios extraflorales de Opuntia robusta en poblaciones con individuos de diferentes sexos
(femeninas, masculinas y hermafroditas) en un ambiente semiarido. Mediante un experimento
de exclusion de hormigas en campo se probd la hipotesis de que la asociacion entre hormigas y
plantas de diferentes sexos de O. robusta tiene efectos positivos al disminuir la herbivoria de
cladodios y los botones florales en desarrollo, y asi aumentar la probabilidad de su
supervivencia y las tasas de crecimiento relativo, debido a que la agresividad de las diferentes

especies de hormigas disuade a los insectos herbivoros.

Ademas es de esperar que en las plantas existan diferencias intersexuales en la asignacion de
recursos hacia la defensa mediada por nectarios extraflorales; donde individuos de diferentes
sexo que invierten mas recursos en reproduccion disminuiran su crecimiento, pero aumentaran
la defensa mediante la produccion de néctar extrafloral, atrayendo mayor niimero de hormigas

y siendo menos afectadas por la herbivoria.
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CAPITULO 1T

Funcion de los nectarios extraflorales en Opuntia robusta: ;atraen hormigas

para defensa contra herbivoros?

RESUMEN

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos de defensa para contrarrestar los
efectos negativos de la herbivoria, entre ellos los nectarios extraflorales, estructuras que
producen néctar que atraen hormigas que son depredadores naturales de insectos herbivoros. El
resultado de esta interaccion puede variar debido a la composicion, abundancia y agresividad
del ensamble de hormigas, asi como a la comunidad de herbivoros y la calidad de las
recompensas ofrecidas por las plantas. Ademas, se sabe que hay variaciones intersexuales en la
asignacion de recursos que generan diferencias en la asignacion de recursos a la reproduccion,
el crecimiento y las defensas. Aunque las interacciones hormiga-planta han sido ampliamente
estudiadas, poco se sabe sobre los efectos de las hormigas visitantes en estructuras
reproductivas y vegetativas entre los diferentes sexos. En este trabajo se examind la
composicion del ensamble hormigas visitantes de los nectarios extraflorales y se evalud su
papel defensivo entre plantas de diferentes sexos de O. robusta mediante un experimento de
exclusion de hormigas en campo. Para evaluar el papel defensivo de las hormigas, se cuantifico
el porcentaje de herbivoria de flores y cladodios en desarrollo, ademas se calcularon las tasas
de crecimiento relativo de estas estructuras y las curvas de supervivencia entre plantas de
diferentes sexos. Se encontr6 que no hubo diferencias en herbivoria y tasas de crecimiento entre
los tratamientos de exclusion y control de flores y cladodios en desarrollo, sin embargo, la
herbivoria se relaciond con el sexo de la planta, la abundancia y composicion del ensamble de
hormigas visitantes de los nectarios extraflorales. Se encontrd que los sexos mas atacados por
herbivoros tuvieron mayores probabilidades de supervivencia. En la poblacion trioica de San
Nicolas Tecoaco, las plantas hermafroditas mostraron mas herbivoria y mayor probabilidad de
supervivencia que los otros sexos, mientras que en la poblacion dioica de Cadereyta de Montes,
las plantas masculinas se vieron mas afectadas por los herbivoros y tuvieron mayor probabilidad
de supervivencia. En ambas localidades los cladodios femeninos fueron mas consumidos por
herbivoros que sus flores. Los resultados de este estudio se ajustaron a las predicciones de la
Teoria de Defensa Optima, donde las flores fueron mejor defendidas que los cladodios en

crecimiento en ambientes semidridos. Los botones florales y cladodios en crecimiento que



fueron visitados por mayor nimero de hormigas y tuvieron mayor probabilidad de sobrevivir
que aquellos sin hormigas. En este estudio la herbivoria fue mayor en estructuras con tasas de
crecimiento lento. Ademas, se sugiere que la defensa indirecta mediada por hormigas depende
en gran medida de la abundancia, la composicién del ensamble de especies de hormigas y el

sexo de las plantas.

INTRODUCCION

Diversas especies de hormigas son depredadores naturales de insectos, y algunas plantas
han desarrollado adaptaciones fisiologicas y morfoldgicas para atraerlas, y contrarrestar los
efectos negativos que sufren por herbivoria (Del-Claro et al., 1996, Oliveira y Freitas, 2004).
Entre estas adaptaciones se encuentran los nectarios extraflorales, glandulas que secretan
liquidos con azucares (p.ej., sacarosa, hexosa) y otros compuestos organicos (p.ej.,
aminoacidos). Estas estructuras pueden encontrarse en distintas partes de la planta como hojas,
peciolos, estipulas, tallos y tejidos reproductivos y vegetativos, y son funcionales durante su
crecimiento (Elias, 1983, Gonzalez y Marazzi, 2018, Aguirre et al., 2013, Diaz-Castelazo et al.,
2005). Existen diferentes hipdtesis sobre la funcion de los nectarios extraflorales, entre ellas
estan la de distraccion (Wagner y Kay, 2002), fertilizante para la planta (Wagner, 1997) y
defensa de la planta, siendo esta Gltima la mas estudiada en las interacciones hormiga-planta

(Rico-Gray y Oliveira, 2007).

El efecto de la interaccion hormiga-planta sobre la defensa puede variar por factores
como el tamafo y, la agresividad de las especies de hormigas que conforman el ensamble de
visitantes a las plantas (Rico-Gray y Thien, 1989), asi como la identidad y estrategias de
alimentacion de las especies que conforman la comunidad de herbivoros (Miller, 2007, Ness et
al., 2006, Kost y Heil, 2005). Se sabe que la conducta defensiva desplegada por las diferentes
especies de hormigas visitantes de los nectarios extraflorales puede influir en el resultado de la
interaccion hormiga-planta, debido a que cada especie difiere en el nivel de agresividad contra
los insectos herbivoros, e incluso contra otras especies de hormigas (Miller, 2007). Esta
variacion en la conducta defensiva de las hormigas puede alterar la composicion del ensamble,
promoviendo la existencia de un recambio de especies asociadas a los nectarios extraflorales
durante el dia (Dattilo et al., 2014, Anjos et al., 2017, Oliveira et al., 1999). Ademas puede ser
influida por cambios en la composicion y calidad del néctar ofrecido (Heil et al., 2000),
especialmente en ambientes semiaridos, donde los recursos (p. €j. agua, nutrientes) son

limitados y el néctar extrafloral representa una inversion para las plantas y es una importante
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fuente de alimento para los organismos que lo consumen (Holland et al., 2010). Por ejemplo, el
néctar extrafloral de algunas cactaceas, como Opuntia robusta'y Pachycereus schottii suele ser
muy viscoso, lo que sugiere que estd conformado por una alta concentracion de azucares

(Sandoval-Molina et al., 2018, Holland et al., 2010).

Esto ha provocado que las plantas tengan un conflicto para la asignacion de sus recursos
entre los procesos vitales, como el crecimiento, la reproduccion y la defensa (Coley et al., 1985).
Aunque algunos estudios sugieren que la produccion de néctar extrafloral representa un costo
elevado, disminuyendo el crecimiento de la planta (Frederickson et al., 2012, Stanton y Palmer,
2011), se ha demostrado que es mas costosa, en términos de biomasa, la produccion de defensas
directas (v.gr. sustancias defensivas), que defensas indirectas, mediante néctar extrafloral

(Katayama y Suzuki, 2011, Holland et al., 2009, O'Dowd, 1979).

Por otro lado, se ha sugerido que las plantas invierten mas recursos hacia la defensa de
las partes mas vulnerables a la herbivoria, como son tejidos vegetativos y reproductivos en
crecimiento (Spiegel y Price, 1996, Boege y Marquis, 2005, Barton y Koricheva, 2010), ya que
los herbivoros, principalmente los invertebrados prefieren consumir estas fases juveniles de
crecimiento por ser mas nutritivas (Fenner et al., 1999). De acuerdo con la Teoria de Defensa
Optima (TDO), la defensa sera asignada a ciertas partes de la planta, en proporcion al valor,
tamafio, edad y a la intensidad de herbivoria, de esta forma disminuyen los costos asociados a
la produccion de defensas en la planta y aumenta la resistencia contra los herbivoros, (McKey,
1979, Rhoades, 1979, Holland et al., 2009). La TDO en plantas con nectarios extraflorales
supone que las partes vegetativas y reproductivas en crecimiento deberian ser mejor defendidas
(Wickers y Bonifay, 2004), debido a que su dafio impactaria la supervivencia y la reproduccion
de la planta, al reducir su capacidad fotosintética (van Dam et al., 1995) y el nimero de frutos
y semillas (Bentley, 1977). Sin embargo, algunos investigadores han propuesto que el tejido
vegetativo puede considerarse de menor valor, debido a que es relativamente fécil de
reemplazar (McKey, 1979, Zangerl y Bazzaz, 1992), mientras que las flores y frutos son mas
valiosos, pues representan el éxito reproductivo de la planta (Strauss et al., 2004). Estas
diferencias entre flores y cladodios podrian también se verse reflejadas en el crecimiento, pues
se ha reportado que la presencia de cladodios en desarrollo puede inhibir el crecimiento de
botones florales (Inglese et al., 1994), mientras que un mayor nimero de frutos puede reducir
el crecimiento de nuevos cladodios (Barbera et al., 1992). En este sentido, es posible que las
plantas que utilizan defensas indirectas mediante nectarios extraflorales y hormigas, presenten

diferencias en la asignacion de recursos entre estructuras vegetativas y reproductivas, por
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ejemplo asignando mads recursos a la produccion de néctar extrafloral de los botones florales
en desarrollo y menor proporcion en los tejidos vegetativos (Strauss et al., 2004, Wickers y
Bonifay, 2004). Lo anterior, puede ser ain mas evidente en los ecosistemas de alto estrés

ambiental y de recursos.

Un ejemplo de plantas presentes en ambientes con recursos limitados, son las Cactéceas,
organismos de crecimiento lento adaptados a largos periodos de estrés ambiental (radiacion
solar, poca humedad en el suelo, nutrientes escasos) con lapsos de abundancia de recursos
(lluvias estacionales). En estas plantas se ha observado la asociacion hormiga-planta en los
nectarios extraflorales, generalmente localizados en estructuras en crecimiento (Almeida et al.,
2012, Holland et al., 2010, Blom y Clark, 1980, Ness, 2006, Mauseth, 1982, Mauseth et al.,
2016, Mauseth, 2006). No obstante, son pocos los estudios sobre la funcion de los nectarios
extraflorales en asociacion con hormigas en Opuntia. Por ejemplo, en Opuntia stricta las
hormigas que se alimentan de los nectarios extraflorales presentes en frutos y botones florales
disminuyen la herbivoria, y aumentan el nimero de frutos maduros (Oliveira et al., 1999). En
Opuntia acanthocarpa, hormigas de la especie Crematogaster opuntiae asociadas a los
nectarios extraflorales defienden a la planta contra los herbivoros (Pickett y Clark, 1979). En
contraste, las hormigas asociadas a los nectarios extraflorales en Opuntia sulphurea no tuvieron
efecto sobre la herbivoria, las tasas de crecimiento y reproduccion de la planta (Alma et al.,
2015). Asimismo, son muy escasos los estudios que analizan el efecto de la interaccion
hormiga-planta poniendo en consideracion los diferentes sexos de las plantas interactuantes
(Beaumont et al., 2016). En O. robusta se sabe que existen diferencias asociadas al sexo de las
plantas, por ejemplo las plantas unisexuales (femeninas o masculinas) presentan mayores tasas
de crecimiento, supervivencia y frecuencia reproductiva que las plantas hermafroditas (del
Castillo y Trujillo-Argueta, 2018). Ademas, se conoce que hay diferencias en la asignacion de
recursos a la defensa entre las plantas de diferente sexos, donde las hermafroditas son mejor
defendidas que las femeninas considerando el niimero de espinas y concentraciones de
sustancias defensivas (Janczur et al., 2014). Estas diferencias entre los sexos pueden reflejarse
en la concentracion de azucar del néctar extrafloral y alterar las comunidades de artropodos a
diferentes niveles tréficos, incluyendo a las hormigas y a los insectos herbivoros. A pesar de
que muchos estudios han abordado la prueba del mutualismo defensivo, siguen siendo
desconocidos los efectos de la interaccion hormiga-planta en relacion al sexo de las plantas

(hermafrodita, masculina y femenina) y sus rasgos de historia de vida en ambientes semidridos.

35



Los objetivos de este estudio fueron evaluar el efecto del ensamble de hormigas asociadas
con los nectarios extraflorales de Opuntia robusta, en dos poblaciones con individuos de
diferentes sexos (con individuos femeninos, masculinos y hermafroditas) de una zona semiarida
del centro de México. Para ello se plantearon las siguientes preguntas: ;el ensamble de
hormigas asociadas con los nectarios extraflorales de botones florales (flores, de aqui en
adelante) y cladodios en crecimiento defiende a las plantas contra los insectos herbivoros,
disminuyendo la herbivoria? Ademas, si las hormigas defienden a las plantas y con base en las
suposiciones de la TDO, que las partes mas valiosas, como las flores, seran mejor defendidas
Jhay diferencias en el porcentaje de herbivoria entre flores y cladodios en crecimiento entre
plantas de diferente sexo? Si la presencia de las hormigas influye en el nivel de dafio ;cual es
el efecto de la herbivoria y las hormigas sobre las tasas de crecimiento relativo y la

supervivencia de las flores y cladodios en crecimiento entre los diferentes sexos de O. robusta?

Ademas, si hay diferencias en la asignacion de recursos entre los sexos, aquellas plantas que
invierten mas recursos en reproduccion disminuyen su crecimiento, pero aumentan la defensa,
siendo menos afectadas por la herbivoria (Coley et al.,, 1985), jhay diferencias en la
composicion del néctar y las tasas de crecimiento entre los sexos? Y ;estas diferencias se
relacionan con el porcentaje de herbivoria? Finalmente, si las plantas hermafroditas son mas
costosas debido a que producen ambos tipos de gametos (p. €j. Ovulos y polen) ;las flores y
cladodios de plantas hermafroditas seran mejor defendidas y creceran menos que las de plantas

unisexuales?

METODOS

Zona de estudio

El estudio se llevd a cabo en dos comunidades semiaridas del centro de México, en las
que se han reportado diferencias en las concentraciones de nutrientes del suelo entre las formas
sexuales de O. robusta (Martinez-Estrella & Janczur, datos no publicados). La primera se ubica
en San Nicolds Tecoaco (en adelante SNT) (20° 2' 38.2" N y 98° 35' 16" O) que pertenece al
municipio de Singuilucan, Estado de Hidalgo, ubicado al sureste del estado de Hidalgo (INEGI,
1992, Hernandez, 2006). Este sitio presenta un clima semidrido (BS1kw), templado, con
temperatura anual que oscila entre 12°C y 18°C, la temperatura del mes mas frio fluctaa entre
-3°C y 18° C, la temperatura del mes mas caliente es menor de 22°C; y las lluvias de verano
son del 5% al 10.2% anual. La vegetacion es dominada por Opuntia robusta Wendl. aunque

también se pueden encontrar Yucca sp., Opuntia sp., Ferocactus latispinus, y otras cactaceas
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(INEGI, 1992). La poblacion de Opuntia robusta en esta comunidad es trioica, con individuos

masculinos, femeninos y hermafroditas (Janczur et al., 2014).

La otra zona de estudio estd ubicada en el Jardin Botanico Regional de Cadereyta “Ing.
Manuel Gonzalez de Cosio”, municipio de Cadereyta de Montes (en adelante CAD) (20° 41°
14.155” N y 99° 48’ 17.295” O) en el Estado de Querétaro. Este sitio tiene un clima del subtipo
semiseco-templado (BS1kw), con una precipitacion media anual entre 400-450 mm vy
temperatura media anual entre 16 y 18°C (Garcia, 1988). El Jardin Botanico Regional de
Cadereyta tiene un area de 8.5 ha, donde la vegetacion predominantemente es matorral xer6filo
perturbado por actividades antropicas. En esta zona dominan plantas de O. robusta y algunas
especies lenosas, cactaceas y herbaceas anuales o perenes (de la Cruz et al., 2016). La poblacion
de Opuntia robusta en esta comunidad es didica, con individuos masculinos y femeninos (del

Castillo, 1986).

Especie de estudio

Opuntia robusta Wendl. es una especie suculenta-arbustiva muy ramificada, de 1 a 2 m
de altura; su tronco estd mas o menos definido, con ramas de ca. 1.5 m de largo y cladodios
orbiculares o algo oblongos, de 15 a 40 cm de longitud o mas (Britton y Rose, 1963, Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978). Presenta nectarios extraflorales en las areolas de cladodios
y flores en crecimiento que estdn activos unicamente en esta fase, con forma de espinas

modificadas para la secrecion de néctar que atraen hormigas (Sandoval-Molina et al., 2018).

El periodo de crecimiento de las flores y cladodios en ambas localidades es parecido,
iniciando en febrero y terminado hacia finales de julio (M. Sandoval, obs. pers.). El tiempo que
tardan los cladodios en alcanzar su tamafio maximo es variado, y puede ir desde 25 hasta 200
dias, con crecimiento relativamente rapido al inicio, mientras que las flores tardan en

desarrollarse de 50 hasta 80 dias (Janczur et al., datos no publicados).

Los principales herbivoros de O. robusta son chinches, Chelinidea sp. (Coreidae) que
introducen su probocis y succionan liquidos de los tejidos, dejando una cicatriz caracteristica
de dafo; y coledpteros, Moneilema sp., que consumen proporciones considerables del tejido
vegetativo y reproductivo (Vanegas-Rico et al., 2010, Jezorek et al., 2011, Mendoza et al., 2008,

Palomares-Pérez et al., 2010).
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Eleccion de plantas

Las observaciones y experimentos se realizaron entre marzo y junio del 2017 en ambas
localidades. Al inicio de la temporada de floracidon y crecimiento se hizo un censo para
identificar plantas con brotes nuevos (florales/cladodios) de cada sexo: femeninas, masculinas
y hermafroditas en SNT, y femeninas y masculinas en CAD. Se eligieron plantas con tamafo

semejante, entre 1-2 m de altura y el mismo niimero de cladodios, con una distancia entre ellas

de5al0m.

Para este estudio se utilizaron plantas marcadas y sexadas en temporadas previas. El sexo de
las planta fue determinado por la inspeccion de las caracteristicas morfologicas de las flores en
base a las descripciones de Del Castillo (1986). Los individuos seleccionados tenian cladodios
y flores en crecimiento en diferentes ramas para poder realizar en cada una diferentes

observaciones y tratamientos. Se geoposiciono y se marco para su identificacion individual.

Composicion del ensamble de hormigas, patrones de actividad, insectos

herbivoros y robadores de néctar extrafloral.

Para determinar las especies de hormigas que visitaron los nectarios extraflorales de las
plantas de diferente sexo, se colectaron de 2 a 5 hormigas que forrajeaban durante el dia en los
nectarios extraflorales de cladodios y flores en ramas diferentes a las seleccionadas para los
experimentos y observaciones que se detallaran adelante. Las hormigas se colocaron en tubos
Eppendorf de 1.5 ml etiquetados con etanol al 70% para su conservacion, y se identificaron a
género usando las guias de Mackay y Mackay (1989), Fisher y Cover (2007) y la base de datos
de AntWeb. Posteriormente la identificacion hasta especie se realiz6 con ayuda de la coleccion

entomologica IEXA del Instituto de Ecologia A.C., donde se depositaron los ejemplares.

Para conocer los patrones de actividad de hormigas e insectos herbivoros y su relacion
con variables ambientales, se hizo un censo de hormigas de 9 am a 6 pm por dos dias
consecutivos en las ramas con tratamiento control (véase mas adelante) de cada planta marcada.
Cada hora se registré el nimero de hormigas y el nimero de ninfas de chinches y adultos
(chinches y escarabajos) en periodos de 20s en cada rama marcada de cada planta de cada sexo,
repitiendo el censo cada hora [(20s/rama con flores y 20s/rama con cladodios)/planta-
masculinas + (20s/rama con flores y 20s/rama con cladodios)/plantas-femeninas + (20s/rama
con flores y 20s/rama con cladodios)/plantas-hermafroditas]). Durante las observaciones, se

utiliz6 una estacion meteorologica portatil (Kestrel 4000, Nielsen Kellerman Corporation,
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USA) para registrar la temperatura, humedad relativa y velocidad del viento a 1 m del suelo en

cada planta.

Para determinar si el nimero de hormigas en las flores y cladodios en crecimiento en las
plantas de diferentes sexo se relaciond con las variables ambientales, el area del boton/cladodio,
el porcentaje de herbivoria (descrito mas adelante), la presencia de insectos herbivoros, asi
como la interaccion entre estas variables, se realizdé un modelo lineal generalizado con efectos
mixtos (GLMM) de medidas repetidas en R (RCoreTeam, 2018), usando la distribucion cero
inflado binomial negativa (nbinom2) de la paqueteria glmmTMB (Brooks et al., 2017) que lidié
adecuadamente con el exceso de ceros en los datos y la sobre dispersion. Se considerd el area
total como una medida del tamafio de la flor/cladodio en lugar del volumen, debido a que estas
dos variables resultaron altamente correlacionadas positivamente (r = 0.85, p =< 0.001). Para
la formulacién del modelo unicamente se consideraron las flores y cladodios del tratamiento
control, es decir con acceso de las hormigas. Para disminuir la eficacia y el sesgo en las
estimaciones estadisticas resultantes de observaciones incompletas (Rubin, 1996), se imputaron
los datos faltantes de temperatura y humedad relativa con la paqueteria MICE (van Buuren y
Groothuis-Oudshoorn, 2011) en R (RCoreTeam, 2018), usando 100 imputaciones multiples y
empleando el promedio en el andlisis. La hora del dia se transformo con la formula: Hora =
sin(h/T*2*pi) + cos(h/T*2*pi), donde h es la hora del dia; T es la duracion del dia en horas. El
modelo incluyd como variables explicativas el tipo de estructura (factor: flor/cladodio), el sexo
de la planta (factor: femenina, hermafrodita o masculina), la temperatura (°C), la humedad
relativa ambiental (%), el porcentaje de herbivoria, el nimero de chinches, la hora del dia y el
area total de la flor/cladodio, mientras que el componente fijo fue el nimero de hormigas. Se
excluy6 el nimero de escarabajos del analisis, debido a que su frecuencia fue muy baja. El
componente aleatorio de los modelos incluy6 el nimero de muestreo en funcion de la identidad
del boton/cladodio anidado de la siguiente forma: planta/cladodio parental/identidad del boton
floral o cladodio. La seleccion de los modelos comenz6 con un modelo completo y usando la
funcién dropl se removieron las variables que redujeron el criterio de informacion de Akaike
(AIC) hasta encontrar el mejor modelo. Posteriormente se valido el ajuste del modelo reducido
usando los residuales escalados creados mediante simulacion de la paqueteria DHARMa
(Hartig, 2018). Para visualizar los resultados del modelo se utilizo la paqueteria visreg en R,

que permite realizar una regresion parcial (Breheny y Burchett, 2017).
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Conducta de las hormigas asociadas con los nectarios extraflorales

Con el proposito de caracterizar y cuantificar la conducta desplegada por las diferentes
especies de hormigas contra herbivoros reales y potenciales, se realizaron observaciones
conductuales de los individuos asociados con los nectarios extraflorales de Opuntia robusta en
ambas localidades. Para ello se realizaron experimentos en dos fases. La primera solo consistio
en categorizar la conducta defensiva, para lo cual se registro la respuesta de las hormigas ante
un estimulo de agresion potencial, golpeando con un objeto (1apiz) suavemente por 10 segundos
el cladodio/flor en crecimiento. La conducta desplegada por cada especie de hormiga se

clasifico de acuerdo con los criterios de Nogueira et al. (2012) y Alma et al. (2015) (Tabla 1).

Tabla 1 — Lista de conductas desplegadas por hormigas en presencia de herbivoros de acuerdo

a los criterios de Nogueira et al. (2012) y Alma et al. (2015).

Categoria Conducta Descripcion
Agresiva Muerde Cuando la hormiga muerde al herbivoro.
. Dobla el Cuando la hormiga dobla el gdster para liberar dcido formico contra
Agresiva ,
abdomen el herbivoro.
. . Cuando la hormiga toca al herbivoro con sus antenas y rdpidamente
Agresiva Embestida g . s yrap
embiste en esa direccion.
) Cuando la hormiga toca al herbivoro con sus antenas y lo inspecciona
Agresiva Rodear A
rodedndolo.
. . Cuando la hormiga toca con sus antenas y las limpia con sus partes
Pacifica Limpieza g y P P
bucales.
Pacifica Evita Cuando la hormiga toca con sus antenas, evita y huye del herbivoro.
e ., Cuando la hormiga toca al herbivoro con sus antenas y no realiza
Pacifica Antenacion

ninguna accién posterior.

La segunda fase consistio en cuantificar y categorizar la conducta agresiva de las
hormigas contra insectos herbivoros reales y artificiales en condiciones de laboratorio. Para ello
se utilizaron hormigas presentes en 10 plantas de San Nicolds Tecoaco y 5 de Cadereyta de
Montes en plantas de diferentes sexos escogidas al azar. Se colectaron 10 hormigas de cada
planta mientras se alimentaban de néctar extrafloral, 5 de una rama y 5 de otra diferente, que se
colocaron en tubos individuales para conservar la identidad de la planta y asegurar que las
hormigas colectadas pertenecieran a la misma colonia. Previo al experimento las hormigas
fueron alimentadas con una solucidn 1g de azticar en 1.5 ml de agua, con el fin de que tuvieran

alimento que simulara al néctar extrafloral, y asi asegurar que la conducta agresiva desplegada
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no se debiera al hambre de las hormigas. Debido a que la identificacion de especies de hormigas
en campo es dificil, la identidad de los individuos colectados se determiné en laboratorio al
final de las observaciones conductuales con ayuda de la coleccion entomoldgica IEXA del
Instituto de Ecologia A.C. Como resultado, algunas especies fueron mas abundantes que otras

y en algunas especies no tuvieron repeticiones.

Con el proposito de conservar las caracteristicas de la planta (v.gr., olor, color,
suculencia) y simular el dafio por herbivoria, se obtuvieron fragmentos cilindricos del tejido de
flores y cladodios en crecimiento de cada planta (0.5 mm de didmetro x 0.5 mm de altura)
usando un tubo Eppendorf de 0.5 ml a manera de sacabocados, conservando el tejido dentro del
tubo en refrigeracion hasta su uso. Posteriormente, se colectaron cuatro adultos del herbivoro
Chelinidea sp. (Coreidae) presentes en ramas de O. robusta que se mantuvieron en frascos
individuales. Ademas, con el fin de descartar que la conducta desplegada fuera dirigida a
cualquier objeto dentro del espacio experimental, se elaboraron 2 herbivoros artificiales con
plastilina de colores tratando de que fueran similares al herbivoro real en su forma y colores.
Las observaciones se realizaron en una habitacion cerrada donde la temperatura oscil6 entre los
18-22°C. Se usaron dos cajas Petri como espacios experimentales con una base de papel filtro,
en cada una se colocaron cuidadosamente 5 hormigas de la misma especie asociadas a nectarios
extraflorales de botones y 5 hormigas de la misma especie de cladodios en desarrollo de la
misma planta, y se dejaron sin perturbar por un periodo de 2-5 minutos, para permitir que los
organismos se tranquilizaran por la manipulacion de los ejemplares. Posteriormente, se
realizaron los siguientes dos tratamientos: El primer tratamiento consistio en colocar dentro de
cada caja Petri con las hormigas un herbivoro artificial y el fragmento de tejido vegetal, y se
dio un tiempo de dos minutos antes de comenzar las observaciones. El registrd de la conducta
de las hormigas se realizd durante 5 minutos mediante filmaciones con una camara Nikon
D3200 con un lente 18-55 mm. Una vez concluido el tiempo, se extrajo el herbivoro artificial
esperando dos minutos antes de comenzar las nuevas observaciones. Posteriormente se aplico
el segundo tratamiento, que consistid en colocar uno herbivoro real de Chelinidea sp. dentro de
las cajas con las hormigas y tejido, y el registro de la conducta de las hormigas se realizo
siguiendo el protocolo descrito previamente. Al final de cada observacion se sustituyo6 el papel
filtro de cada caja Petri para eliminar cualquier rastro de olor de las hormigas y los herbivoros,
antes de comenzar un nuevo registro de conducta con otro grupo de hormigas. Posteriormente
se uso el software Boris (Friard y Gamba, 2016) para analizar y categorizar la conducta agresiva

de las hormigas. Usando la lista de conductas descritas en la Tabla 1 se contabiliz6 el nimero
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de interacciones desplegadas por el grupo de hormigas, donde las interacciones con una
duracién mayor a 15 segundos se volvieron a contar como nueva interaccion. Debido a que el
numero de interacciones registradas fue bajo en cada caja de Petri, y que el grupo de hormigas
utilizado fueron de la misma especie, se optd por sumar las interacciones en ambas cajas Petri,
con el mismo tratamiento hasta completar 15 interacciones entre la hormiga y el herbivoro
(real/falso). Posteriormente, se obtuvo el indice de agresion estdndar (Al) propuesto por von
Beeren et al. (2012), von Beeren et al. (2011):

(Ia —Ip)

Indice de agresion = Tt

Donde, /a es el nimero de veces que la hormiga responde agresivamente, Ip es el nimero
de veces que responde neutralmente, /¢ la sumatoria del nimero de interacciones agresivas y
pacifico-neutrales (/t = la+Ip). Un indice de agresion de +1 indica una conducta agresiva,

mientras que un indice de -1 una respuesta pacifica.

Concentracion de sacarosa en el néctar extrafloral

Debido a las caracteristicas del ambiente y la viscosidad del liquido no fue posible obtener
el néctar extrafloral en el campo. En un estudio previo se colectaron cladodios de ocho plantas,
cuatro de plantas femeninas y cuatro de masculinas de la localidad de San Nicolas Tecoaco,
que fueron llevados a un invernadero, donde fueron sembradas en macetas individuales y
mantenidos con riego regular hasta que produjeron nuevos brotes (ca. 1 afio). El néctar
extrafloral se acumul6 en las areolas de las flores en crecimiento y cladodios en forma de
cristales, pero como la cantidad producida por cada estructura fue muy poca para poder realizar
analisis quimicos, se optd por juntar el néctar colectado de las flores y cladodios de la misma
planta. El néctar se coloco en tubos Eppendorf y se etiquetd individualmente manteniendo la
identidad y el sexo de la planta. Las muestras fueron transportadas en una hielera a -20°C al
Laboratorio Ecologia de Poblaciones y Comunidades de la UAEMex (Universidad Autonoma
del Estado de México) donde se analizaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) acoplada a un detector de indice de refraccion. Posteriormente se buscaron diferencias
en la concentracion de sacarosa del néctar entre los sexos de las plantas mediante una prueba

Wilcoxon en el programa R (RCoreTeam, 2018).
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Herbivoria de flores y cladodios

Para probar si las hormigas que visitan los nectarios extraflorales defienden los cladodios
y flores en crecimiento de los insectos herbivoros, se llevo a cabo un experimento de exclusion.
Se eligieron al azar 25 plantas en la poblacion de SNT (11 femeninas, 6 masculinas y 8
hermafroditas) y 19 plantas en CAD (8 plantas femeninas y 11 masculinas). Cada planta tuvo
al menos dos ramas con cladodios juveniles y dos ramas con flores en crecimiento. Dos ramas,
una con cladodios y otra con flores en crecimiento, fueron escogidas como control y a las otras
dos se les aplicod el tratamiento de exclusion de hormigas. La regla de decision para la
asignacion del tratamiento fue completamente al azar. Para evitar que las hormigas accedieran
a las estructuras juveniles se aplico la resina Tanglefoot (Tanglefoot Co., MI, USA) en la base
del cladodio parental donde se encontraban los cladodios y flores en crecimiento, y se
removieron todas las hormigas presentes. Adicionalmente se retiraron todos los objetos que
pudieran servir como puente a las hormigas (v.gr., ramas, plantas). La rama control se dejo

intacta permitiendo el libre acceso a las hormigas.

Se estim6 el dafio por herbivoria en las flores y cladodios nuevos como el porcentaje de
tejido removido desde el inicio del tratamiento hasta que los nectarios extraflorales cesaron la
secrecion de néctar o la estructura murid. Este tipo de dafio fue cuantificado como el porcentaje
total de area removida por los herbivoros. Otros tipos de dafio, como cicatrices por insectos
minadores o necrosis por microorganismos, se estimaron por medio de fotografias tomadas de
frente al cladodio/boton con una camara fotografica Nikon D3200 con un lente AF-S DX
NIKKOR 18-55mm {/3.5-5.6G VR, montada en un tripié a una distancia de ca. 50 cm a la base
de la planta, y se colocé un cuadro de papel milimétrico de 1 cm? como escala de referencia.
Posteriormente se analizaron las imagenes usando el software Image J, y obtener el area total
del cladodio o flor en crecimiento y el porcentaje del area dafiada. Solo se consideraron las
marcas mas evidentes de dafios y se analiz6 el mismo lado del cladodio/flor durante todas las

mediciones.

Para analizar la herbivoria registrada en los cladodios y flores en crecimiento de Opuntia
robusta en funciéon del sexo y el tratamiento, se utilizd un modelo lineal con efectos mixtos
(LME) con distribucion normal del error, en el que la variable de respuesta fue el logaritmo del
cociente entre el porcentaje de tejido no dafiado y el porcentaje danado (transformacion “logit™)
(Aitchison, 1982) usando las paqueterias gmodels (Warnes et al., 2015). Ademas, para analizar
la herbivoria registrada en los cladodios y los botones florales en crecimiento en funcién de las

especies de hormigas asociadas a los nectarios extraflorales, se utiliz6 un modelo lineal con
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efectos mixtos (LME) con distribucion normal del error, en el que la variable de respuesta la
herbivoria transformada “logit”. El modelo incluyé como variables explicativas las especies de
hormigas, mientras que el componente fijo o de respuesta fue la herbivoria. El componente
aleatorio del modelo incluyo6 el tiempo de medicion en funcidn de la identidad individual de la

planta.

Los modelos fueron ajustados con la paqueteria nlme (Pinheiro et al., 2018) y los
contrastes con Ismeans (Lenth, 2016) del software R (RCoreTeam, 2018). La transformacion
logit de la variable herbivoria mejord considerablemente la distribucion de los residuales de los
modelos estadisticos. EI modelo incluyé como variables explicativas el tratamiento, el sexo y
el area total de la flor/cladodio en crecimiento, mientras que el componente fijo o de respuesta
fue la herbivoria transformada con “logit”. El componente aleatorio de los modelos incluyo el
tiempo de medicion en funcion de la identidad individual de la planta, el cladodio parental, el
tratamiento aplicado y la identidad individual de la flor o cladodio en crecimiento. Ademas se
realizaron pruebas de Wilcoxon para contrastar la herbivoria por tipo de dafio (remocidn/otro
dafio) segun el tratamiento aplicado, para ello se uso la funcion wilcoxon.test de R (RCoreTeam,

2018).

Tasas de crecimiento relativo de flores y cladodios

Por otro lado, para saber si la herbivoria tiene un efecto en el crecimiento de los cladodios
y flores (botones florales) en crecimiento en las plantas de diferentes sexos, se obtuvieron las
tasas de crecimiento relativo. Para ello se registr6 el largo, ancho y grueso de cada cladodio/flor.
El largo de las flores se midi6 desde la base hasta el inicio de los sépalos. Se calcul6 el volumen
inicial, considerado en el momento que surgio el boton, y el volumen final de las estructuras,
como la medida del ultimo muestreo o la muerte de la estructura. En el caso de las flores, el
volumen final se consideré como la Gltima medicidon después de la antesis, que coincide con el
momento en que ceso la secrecion de néctar extrafloral en estas estructuras. El momento que
los nectarios no produjeron mas néctar fue detectado debido a que las espinas-nectario dejan de
presentar su cono secretor apical caracteristico, causado por la lignificacion de la espina. Para
obtener el volumen inicial y final de la flor/cladodio en crecimiento, primero se calculo el area
con la férmula matemadtica de una elipse, usando la siguiente formula: area de la elipse = [(a/2)
x (b/2) x m]. Posteriormente el resultado de esta operacion se multiplico por el grueso de cada
cladodio/flor para obtener el volumen total (cm?). Como lo indica la siguiente formula usada

por Amorim et al. (2015):
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Volumen de la estructura = [m* 0.5 (a)* 0.5(b)] X c

Doénde: a = largo de la estructura (cm), b= ancho de la estructura (cm), c= grueso de la
estructura (cm), © = 3.141592. Para obtener el volumen de las flores y debido a que estas son

ovoides, se considero el grueso igual que el ancho de la flor.

Luego se calcul6 la tasa de crecimiento relativo (TCR) usando la formula sugerida por Hunt

(2012):

_ (nVf — InVi)
ek = (t2 —t1)

Dénde: In= logaritmo natural, Vf = volumen final (cm?), Vi = volumen inicial (cm?), t1 =

tiempo inicial, t2 = tiempo final en dias.

Para analizar la tasa de crecimiento relativo en San Nicolads Tecoaco se utilizé un modelo
lineal generalizado (GLM) con distribucion del error Gamma y funcion de liga logit, en el que
se utilizd6 como variable respuesta la TCR y como variables explicativas la herbivoria final
acumulada, el sexo de la planta, el tipo de tejido (boton floral o cladodio), tratamiento/control,
el niimero total de flores y cladodios presentes en cada rama, asi como la interaccion entre sexo-
tratamiento y sexo-tipo de tejido (boton/cladodio). Mientras que para Cadereyta de Montes se
uso un modelo lineal generalizado (GLM) con distribucién del error gaussiana y funcion de liga
log usando las mismas variables explicativas y de respuesta que en el modelo de SNT. Los
modelos fueron ajustados con el software R (RCoreTeam, 2018) y los contrastes se realizaron
con gmodels (Warnes et al., 2015) y Ismeans (Lenth, 2016). Se escogio el modelo con el menor
AIC, y se compararon los modelos con una prueba de ANOVA, y se valido el ajuste del modelo
usando los residuales escalados creados mediante simulacion de la paqueteria DHARMa
(Hartig, 2018). Para visualizar los resultados del modelo se utilizo la paqueteria visreg en R,
que permite realizar una regresion parcial (Breheny y Burchett, 2017). Finalmente se calcul6 el

valor de R2 del modelo con la paqueteria rsq (Zhang, 2018) y MuMIn (Barton, 2018).

Supervivencia de flores y cladodios

Para analizar el porcentaje de cladodios y flores abortados se construyeron curvas de
supervivencia usando el método Kaplan-Meier. Este método es util para predecir la
probabilidad de supervivencia a partir de una fraccion de individuos vivos en un cierto tiempo
(Rich et al., 2010). El analisis comenzo6 desde el momento en que se registro la aparicion de la

flor/cladodio en forma de botdn, hasta que ocurri6 la muerte de la estructura por alguna razon.

45



Las curvas de supervivencia fueron generadas usando la funcidon ggsurvplot del paquete
survminer en R (Kassambara et al., 2018, RCoreTeam, 2018). Los contrastes entre sexos y

tratamientos se realizaron con la funcion survdiff de la paqueteria survival (Therneau y Lumley,

2015).
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RESULTADOS

Composicion del ensamble de hormigas, patrones de actividad, insectos

herbivoros y robadores de néctar extrafloral.

Las especies de hormigas que se asocian con los nectarios extraflorales de Opuntia
robusta varian espacial y temporalmente, ademas de que pueden encontrarse de 1 o mas
especies visitando la misma planta en diferentes momentos. En este estudio no se registraron
las especies nocturnas de hormigas asociadas a los nectarios extraflorales, inicamente se
consideraron las especies diurnas. Ademads, en ambas localidades se registraron como ladrones
de néctar extrafloral a dipteros, coledpteros y avispas, siendo los dipteros los mas abundantes
en flores y cladodios en crecimiento. En San Nicolés Tecoaco las especies hormigas registradas
fueron Liometopum apiculatum, Camponotus atriceps, Camponotus andrei y Formica

altipetens (Fig. 1), siendo mas abundantes las dos primeras en los nectarios extraflorales.

Figura 1. Especies de hormigas asociadas a los nectarios extraflorales de Opuntia robusta en
San Nicolas Tecoaco, Hidalgo. (A) Camponotus atriceps, (B) Camponotus andrei, (C)

Formica altipentens, (D) Liometopum apiculatum.

En la localidad de Cadereyta de Montes las especies registradas fueron: Crematogaster
sp., Liometopum apiculatum, Camponotus andrei, Monomorium eveninum, Forelius pruinosus,
Pseudomyrmex championi y Pseudomyrmex pallidus (Fig. 2), siendo L. apiculatum,
Crematogaster sp. y P. championi, las especies mas abundantes, mientras que Forelius

pruinosus 'y Monomorium eveninum fueron las especies menos abundantes.
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Figura 2. Especies de hormigas asociadas a los nectarios extraflorales de Opuntia robusta en
Cadereyta de Montes, Querétaro. (A) Camponotus andrei, (B) Crematogaster sp, (C)

Liometopum apiculatum, (D) Monomorium eveninum.

El censo de hormigas alimentandose de los nectarios extraflorales de flores y cladodios
en crecimiento en la comunidad de San Nicolds Tecoaco muestra mayor actividad a las 16:00
h (Fig. 3A). Mientras que en Cadereyta de Montes hay un pico de mayor actividad a las 12:00
h (Fig. 3B).
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Figura 3. Patrones de actividad de las hormigas independientemente de la especie asociada

con los nectarios extraflorales de Opuntia robusta. Promedio del nimero de hormigas en las
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plantas de San Nicolas Tecoaco, Hidalgo (A) y promedio del numero de hormigas en las

plantas de Cadereyta de Montes, Querétaro (B).

En la localidad de San Nicolas Tecoaco, en las plantas masculinas los cladodios tuvieron
mas hormigas que las flores (contraste post-hoc: Z=- 4.05, p<0.001; Fig. 4A). Se observd una
tendencia de un mayor nimero de hormigas en los cladodios masculinos que en los cladodios
femeninos (contraste post-hoc: Z=2.70, p= 0.06; Fig. 4A). El nimero de hormigas se relacion6
significativamente con el area de las flores y los cladodios en crecimiento: las estructuras mas
pequeiias tuvieron el mayor nimero de hormigas (GLMM: z= -2.493, p=0.01; Suplementos:
Tabla 1S; Fig. 4B). Ademas, la herbivoria de flores y cladodios en crecimiento se relaciond
negativamente con el numero de hormigas, es decir que cuando el nimero de hormigas fue
menor hubo mayor herbivoria (GLMM: z= -3.01, p=0.002; Suplementos: Tabla 1S; Fig. 4C).
Se encontro en las flores que cuando aumenta la temperatura del dia disminuye el numero de
hormigas (GLMM flores: z=-2.093, p<0.05; Suplementos: Tabla 1S; Fig. 4D), y que a mayor
nimero de chinches mayor numero de hormigas (GLMM flores: z=4.030, p<0.001;
Suplementos: Tabla 1S; Fig. 4E). En general, no hubo diferencias en el nimero de hormigas

presentes en las plantas de diferente sexo.
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Figura 4. Regresion parcial de las variables significativas del modelo cero inflado binomial
negativo para el nimero de hormigas en San Nicolas Tecoaco, Hidalgo. En el eje Y el nimero
de hormigas y su relacion con: (A) sexo; (B) area del cladodio o flor; (C) porcentaje de
herbivoria; (D) temperatura (°C); (E) niimero de hemipteros (herbivoros). Se excluyeron las

variables no significativas (p > 0.1).
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En Cadereyta de Montes, los cladodios de plantas femeninas tuvieron mas hormigas que
los cladodios de plantas masculinas (contraste post-hoc: cladodios: z=-3.11, p=0.009; Fig. 5 A).
El tamafo de las estructuras en desarrollo influy6 en el nimero de hormigas: las mas pequenas
tuvieron mayor numero de hormigas (GLMM: t=-2.160, p=0.031; Suplementos: Tabla 2S; Fig.
5B). La temperatura y la humedad relativa del ambiente tuvieron un efecto significativo, ya que
al aumentar disminuye el numero de hormigas (Temperatura: GLMM: t=-3.01, p=0.002; Fig.
5C; humedad relativa: GLMM: t=2.37, p=0.01; Suplementos: Tabla 2S). Asimismo se encontrd
una tendencia que conforme transcurrid el dia el nimero de hormigas aumenté6 (GLMM: t=
1.72, p=0.08; Suplementos: Tabla 2S; Fig. SE). En general, las plantas femeninas tuvieron
mayor numero de hormigas que las plantas masculinas (contraste post-hoc: z=-3.82, p<0.001)

Las variables herbivoria y el nimero de chinches no resultaron significativas.
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Figura 5. Regresion parcial de las variables significativas del modelo cero inflado
binomial negativo para el nimero de hormigas en Cadereyta de Montes, Querétaro. En el eje
Y el nimero de hormigas y su relacion con: (A) sexo; (B) area del cladodio o flor; (C)

temperatura (°C); (D) hora del dia. Se excluyeron las variables no significativas (p > 0.1).

Conducta de las hormigas asociadas a los nectarios extraflorales

Durante las observaciones conductuales en el campo Camponotus andrei y Liometopum
apiculatum no exhibieron ninguna conducta agresiva en respuesta a la perturbacion realizada
manualmente, Formica altipetens mostro agresividad al arquear el abdomen en respuesta al
estimulo, al igual que lo hizo Crematogaster sp., y finalmente las hormigas Camponotus
atriceps huyeron ante el estimulo. En cambio, en Cadereyta de Montes las hormigas
Liometopum apiculatum y Pseudomyrmex sp. exhibieron una conducta pacifica al huir ante el

estimulo.

En el experimento en donde se examiné la conducta de las hormigas ante la presencia de
un herbivoro real y un artificial, se encontrd que las especies Camponotus andrei, y Liometopum
apiculatum de la localidad de San Nicolas Tecoaco, tuvieron indices de agresion negativos, es
decir que exhibieron un mayor niumero de interacciones pacificas y neutrales en presencia de
los herbivoros en ambos tratamientos. Sin embargo, L. apiculatum se mostré6 mas agresiva en
presencia del herbivoro real (Tabla 2). Unicamente se observaron indices de agresion positivos
en Formica altipetens al ser expuestas al herbivoro artificial, pero cuando se introdujo al
herbivoro real desplegaron un mayor niimero de interacciones pacificas (Tabla 2). Por otro lado,
las hormigas Crematogaster sp. y Liometopum apiculatum de la localidad Cadereyta de Montes
mostraron indices de agresion positivos ya que tuvieron mayor nimero de interacciones
agresivas contra los herbivoros en ambos tratamientos, siendo mas agresivas contra el herbivoro
real. No obstante Camponotus andrei y Pseudomyrmex championi tuvieron indices negativos,

es decir con pocas o nulas interacciones agresivas contra los herbivoros artificiales y reales

(Tabla 2).
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Tabla 2. indice de agresion promedio (+sd) de las especies de hormigas asociadas a los
nectarios extraflorales de Opuntia robusta en las localidades de San Nicolas Tecoaco y
Cadereyta de Montes. Se muestra el nimero de interacciones de agresion en contra de
herbivoros artificiales y reales. N es el nimero de veces que se registro la especie de hormiga.
NA indica que s6lo se registro una muestra de la especie sin repeticiones, por lo que no fue

posible calcular la desviacion estandar (sd).

Tipo de
Especie Herbivoro N indice de agresién sd

San Nicolas Tecoaco, Hgo.

Camponotus andrei ARTIFICIAL 2 -0.416 0.117
REAL 2 -0.875 0.176
Formica altipetens ARTIFICIAL 1 0.142 NA
REAL 1 -0.428 NA
Liometopum apiculatum ARTIFICIAL 7 -0.494 0.558
REAL 7 -0.030 0.449
Cadereyta de Montes, Qro.
Camponotus andrei ARTIFICIAL 1 -1.0 NA
REAL 1 -0.714 NA
Crematogaster sp. ARTIFICIAL 2 0.7 0.424
REAL 2 1 0
Liometopum apiculatum ARTIFICIAL 2 0.492 0.152
REAL 2 0.766 0.047
Pseudomyrmex championi ARTIFICIAL 1 -1.0 NA
REAL 1 -1.0 NA

Concentracion de sacarosa en el néctar extrafloral

En promedio el néctar extrafloral de las plantas femeninas presentd 7.52 + 4.93 mg/ml
(media y desviacion estandar) de sacarosa, mientras que el néctar de las plantas masculinas solo
4.27+ 1.91 mg/ml. No se encontraron diferencias significativas entre la concentracion de
sacarosa entre plantas masculinas y femeninas (W = 10, p = 0.6). No se tuvieron registros de

las plantas hermafroditas.
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Herbivoria de flores y cladodios

Durante el muestreo se analizaron 560 flores y 110 cladodios provenientes de 11 plantas
femeninas, 6 masculinas y 8 hermafroditas en SNT. Mientras que en CAD, se analizaron 148
flores y 130 cladodios de 8 plantas femeninas y 11 masculinas. Se encontr6é que los insectos
herbivoros méas comunes son hemipteros de los géneros Chelinidea sp. y Narnia sp. (Hemiptera:
Insecta), y el escarabajo Moneilema sp. (Coledptera: Insecta). En las dos localidades estudiadas,
el dafo promedio causado por remocion de tejido (cominmente causado por escarabajos) en
las plantas de los diferentes sexos fue mayor que el causado por otros insectos (como las
chinches, insectos minadores, etc.) (Fig. 6). No se encontraron diferencias en la herbivoria
segun el tipo de herbivoro en flores y cladodios con el tratamiento de exclusion y control. Sin
embargo, el dafio por remocién, como el que inflingen los escarabajos fue mayor que el dafio
por otros herbivoros en ambas localidades (SNT: W = 326020, p=< 0.001; CAD: W =202, p
<0.001).

% Otro dafo

Herbivoria promedio (%)

a- Remocioén de
tejido
B -
4 -
2- _
e

D - JNE

Cadereyta San Nicolas

de Montes Tecoaco

Figura 6. Promedio del porcentaje de herbivoria total producido por herbivoros en las dos
localidades. Remocion de tejido por escarabajos (verde oscuro), otros insectos (verde claro).

Las lineas en las barras indican la desviacion estandar.
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En la localidad de SNT, la herbivoria promedio de flores y cladodios en crecimiento es
constante en el tiempo y muestra el desfase en la temporada de floracion en los diferentes sexos
de O. robusta (Fig. 7 A y B). Ademas, se encontr6 que la herbivoria es menor cuando aumenta
el tamafnio de la estructura (flor/cladodio) (linear mixed-effects model: t=-3.677, p<0.001;
Suplementos: Tabla 3S; Fig. 7 C y D), es decir que a medida que se van desarrollando las flores

y cladodios, estos tuvieron menos herbivoria, o posiblemente dejan de tener herbivoria.
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Figura 7. Porcentaje de herbivoria a través del tiempo de muestreo en flores (A) y cladodios
(B) de O. robusta en San Nicolas Tecoaco. Considerando desde la etapa de boton hasta fruto
o cladodio maduro. El nimero de muestreo corresponde al intervalo de tiempo desde que
inici6 el muestreo hasta que finalizd. Porcentaje de herbivoria en relacion al area total de
acuerdo al sexo de las plantas (C) y al tipo de estructura, flor y cladodio (D). Se muestra el

valor de p de la variable 4rea total y el valor pseudo-R? condicional del modelo.
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En San Nicolas Tecoaco no se encontraron diferencias en el porcentaje de herbivoria de
flores y cladodios entre los tratamientos de exclusion y control en las plantas diferentes sexos
(Fig. 8 A y B; Suplementos: Tabla 3S). Por otro lado, tampoco hubo diferencias en la herbivoria
entre flores y cladodios independientemente del tratamiento de plantas hermafroditas y
masculinas, con excepcion de los cladodios de plantas femeninas que tuvieron un mayor
porcentaje de herbivoria que las flores del mismo sexo (contraste post-hoc: t= 2.38, p=0.02;
Fig. 8C). En general e independientemente del tratamiento de exclusion, los cladodios
mostraron porcentajes mayores de herbivoria que las flores, es decir fueron més consumidos
por herbivoros (contraste post-hoc: t= 2.18, p=0.03), y se observa que las hermafroditas

tuvieron ligeramente mayor herbivoria que el resto de los sexos (Fig. 8D).
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Figura 8. Herbivoria en plantas de O. robusta en la localidad de San Nicolas Tecoaco. Promedio
de herbivoria en flores (A) y cladodios (B) registrada en las plantas bajo tratamiento de
exclusion y control. Promedio de herbivoria en flores y cladodios (C) en las plantas de diferente

sexo. Promedio de herbivoria de flores y cladodios en las plantas diferente sexo (D).
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En la localidad de Cadereyta de Montes, se observo una tendencia similar a la reportada
en San Nicolas Tecoaco: la herbivoria promedio de flores y cladodios en crecimiento aumenta
ligeramente con el tiempo (Fig. 9 A y B). Ademas se encontré que la herbivoria fue menor
cuando aumenta el tamafio de la estructura (flor/cladodio) (linear mixed-effects model: t=-2.20,
p<0.03; Suplementos: Tabla 3S; Fig. 9 C y D); es decir, a medida que se van desarrollando las

flores y cladodios, estos tuvieron menos herbivoria, o dejan de tener herbivoria.
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Figura 9. Porcentaje de herbivoria a través del tiempo de muestreo en flores (A) y
cladodios (B) de O. robusta en Cadereyta de Montes. Considerando desde la etapa de botoén
hasta fruto o cladodio maduro. El nimero de muestreo corresponde al intervalo de tiempo
desde que inici6 el muestreo hasta que finaliz6. Porcentaje de herbivoria en relacion al area
total de acuerdo al sexo de las plantas (C) y al tipo de estructura, flor y cladodio (D). Se

muestra el valor de p de la variable 4rea total y el valor pseudo-R? condicional del modelo.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de herbivoria de
flores y cladodios con el tratamiento de exclusion y control en las plantas femeninas y
masculinas (Fig. 10 A y B; Suplementos: Tabla 3S). No hubo diferencias en la herbivoria entre
flores y cladodios de plantas masculinas, so6lo en las plantas femeninas se encontrd una
tendencia de un mayor porcentaje de herbivoria en los cladodios que en las flores de su mismo
sexo (contraste post-hoc: t=-1.84, p=0.08; Fig. 10C). Ademas, se encontrd una tendencia de
que las plantas masculinas tuvieron mayor porcentaje de herbivoria total que las plantas

femeninas (contraste post-hoc: t=-1.93, p=0.054; Fig. 10D).
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Figura 10. Herbivoria en plantas de O. robusta en la localidad de Cadereyta de Montes.
Promedio de herbivoria en flores (A) y cladodios (B) registrado en las plantas bajo
tratamiento de exclusion y control. Promedio de herbivoria en flores y cladodios (C) en las
plantas de diferente sexo. Promedio de herbivoria total en las plantas diferente sexo (D).
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Asimismo, a lo largo del dia, diferentes especies de hormigas fueron atraidas a los
nectarios extraflorales de las plantas, dando como resultado que se encontraran una o mas
especies de hormigas en el mismo individuo de O. robusta y que, en consecuencia, tuvieran
diferentes porcentajes de herbivoria en las plantas con relacion a las especies de hormigas
asociadas (Suplementos: Tabla 4S; Fig. 11). En la localidad San Nicolas Tecoaco se encontrd
que los cladodios de plantas visitadas por Liometopum apiculatum tuvieron mayor porcentaje
de dafo en comparacion con las flores visitadas por la misma especie de hormiga (contraste
post-hoc: t= 6.13, p<0.001; Fig. 11A). Los cladodios y flores visitados por las especies
Camponotus andrei 'y Formica altipetens tuvieron los porcentajes mas altos de herbivoria (Fig.
11A). Ademas, las flores visitadas por Liometopum apiculatum tuvieron porcentajes mas altos
de herbivoria, seguidas de flores visitadas por Camponotus atriceps, una especie rara en la
comunidad. Finalmente, las flores visitadas por Formica altipetens tuvieron menor herbivoria

(Fig. 11A).

En promedio, las plantas visitadas por Liometopum apiculatum tuvieron 3.2% de
herbivoria total, 3.4% por Camponotus atriceps, 7% por Formica altipetens y 4.6% por
Camponotus andrei, mientras que en las plantas que fueron visitadas por dos especies de
hormigas, la herbivoria depende de la identidad de las hormigas: con Liometopum apiculatum
y Formica altipetens tuvieron 3.7% de herbivoria total, 3.8% en las plantas con Liometopum
apiculatum y Camponotus andrei, 4% aquellas visitadas por Liometopum apiculatum y

Camponotus atriceps, y 7.2% por Camponotus andrei y Formica altipetens (Fig. 11B). .
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Figura 11. Herbivoria promedio en relacion a las especies de hormigas asociadas a los
nectarios extraflorales de cladodios y flores en crecimiento de O. robusta en la localidad de
San Nicolas Tecoaco (A). Herbivoria total promedio de las plantas de acuerdo a las especies
de hormigas (B). Se muestra representado el indice de agresion para cada especie de hormiga.

Las lineas en las barras indican la desviacion estandar.

En la localidad Cadereyta de Montes se encontrd que los cladodios y flores visitados por
Pseudomyrmex championi tuvieron menor porcentaje de herbivoria que aquellos visitados por
Crematogaster sp. (contraste post-hoc: cladodios: t= -3.57, p=0.03; flores: t= -3.79, p=0.01;
Fig. 12A) y por Liometopum apiculatum (contraste post-hoc: cladodios: t= -3.56, p=0.03;
flores: t= -3.83, p=0.01). En las flores visitadas por Forelius pruinosus se encontré6 mayor
herbivoria que en los cladodios visitados por P. championi (contraste post-hoc: flores: t=4.84,

p=0.02; Fig. 12A).

En general, las plantas que fueron visitadas por Crematogaster sp. mostraron porcentajes
mayores de herbivoria que las plantas visitadas por P. championi (contraste post-hoc: t=-3.57,
p=0.01; Fig. 12B). De igual forma ocurrié con las plantas visitadas por L. apiculatum, que
mostraron mayores porcentajes de dafio por herbivoros que las visitadas por P. championi

(contraste post-hoc: t=-3.56, p=0.01; Fig. 12B).
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Figura 12. Herbivoria promedio en relacion a las especies de hormigas asociadas a los
nectarios extraflorales de cladodios y flores en crecimiento de O. robusta en la localidad de
Cadereyta de Montes (A). Herbivoria total promedio de las plantas de acuerdo a las especies
de hormigas (B). Se muestra representado el indice de agresion para cada especie de hormiga.

Las lineas en las barras indican la desviacion estandar.

Tasas de crecimiento relativo (TCR)

En San Nicolas Tecoaco las flores femeninas crecen en promedio 0.06 cm?/dia, las flores
hermafroditas 0.15 cm?®/dia y las flores masculinas 0.07 cm?/dia; mientras que los cladodios de
plantas femeninas crecen 0.2 cm®/dia, los hermafroditas 0.27 cm?/dia y los masculinos 0.31
cm?/dia. No hubo diferencias en TCR entre el tratamiento de exclusion y el control en flores y
cladodios de plantas de diferentes sexos (Suplementos: Tabla 5S; Fig. 13A y B). En general,
las flores de plantas hermafroditas tuvieron TCR mayores que las femeninas (contraste post-
hoc: Z= - 4.6, P<0.001; Fig. 13C) y las masculinas (contraste post-hoc: Z= 3.7, P<0.001; Fig.
13C); sin embargo, no hubo diferencias significativas en las tasas de crecimiento relativo entre

flores femeninas y masculinas.
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Asimismo, las flores y los cladodios que crecieron més lento tuvieron porcentajes
mayores de herbivoria (GLM: t =-3.7, P<0.001; Suplementos: Tabla 5S; Fig. 14A). En general,
en la localidad SNT los cladodios de O. robusta tuvieron TCR mayores que las flores (contraste
post-hoc: Z= - 4.2, P<0.001; Fig. 14A). Ademas, las TCR disminuyeron cuando aument6 el
nimero de cladodios creciendo en el mismo cladodio parental (GLM: t = -2.8, P<0.01;

Suplementos: Tabla 5S; Fig. 14C).
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Figura 14. Regresion parcial de las tasas de crecimiento relativo y la herbivoria acumulada en
(A) flores y cladodios en crecimiento de plantas de O. robusta en San Nicolas Tecoaco. (B)
Tasas de crecimiento y herbivoria en plantas de diferentes sexos. Se incluye el valor de

pseudo-R2 del modelo y p de la variable estimada.

En Cadereyta de Montes no hubo diferencias en la TCR de flores y cladodios en O.
robusta de plantas de diferentes sexos con tratamiento de exclusion y control (Suplementos:
Tabla 5S; Fig. 15A y B). Los cladodios de plantas femeninas tuvieron TCR mayores que sus
flores (contraste post-hoc: Z= - 4.4, P<0.001; Fig. 15C); del mismo modo, los cladodios de
plantas masculinas tuvieron TCR mayores que las flores masculinas (contraste post-hoc: Z= -
3.6, P<0.001; Fig. 15C). No hubo diferencias significativas en las tasas de crecimiento relativo
de flores y cladodios entre plantas femeninas y masculinas. En promedio las flores femeninas
crecen 0.13 cm?/dia y las flores masculinas 0.12 cm?/dia, mientras que los cladodios de plantas

femeninas crecen 0.19 cm?/dia y las masculinas 0.16 cm®/dia.
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Figura 15. Tasa de crecimiento relativo de flores y cladodios en Cadereyta de Montes. (A)
Tasas de crecimiento relativo entre tratamientos en flores. (B). Tasas de crecimiento relativo
entre tratamientos en cladodios. (C) Tasas de crecimiento relativo de flores y cladodios entre

individuos de diferente sexo.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre las TCR y la herbivoria
acumulada, el nimero de cladodios y el nimero de flores entre las plantas de diferentes sexos

en Cadereyta de Montes (Fig. 16 Ay B).
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Figura 16. Regresion parcial de las tasas de crecimiento relativo y la herbivoria acumulada en
(A) flores y cladodios en crecimiento de plantas de O. robusta en Cadereyta de Montes. (B)
Tasas de crecimiento y herbivoria en plantas de diferentes sexos. Se incluye el valor de

pseudo-R2 del modelo y p de la variable estimada.

Supervivencia de flores y cladodios

En general, el nimero promedio de flores y cladodios de O. robusta que fueron abortados
es alto. En San Nicolds Tecoaco, las flores y cladodios de plantas hermafroditas fueron mas
abortadas que los otros sexos (Fig. 17 A y B). Mientras que en Cadereyta de Montes el
porcentaje de flores femeninas abortadas fue mayor que las flores masculinas. Sin embargo el

porcentaje de cladodios abortados fue similar en plantas masculinas y femeninas (Fig. 17 Cy

D).
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia de flores y cladodios entre los sexos de O. robusta
durante la temporada de crecimiento en las localidades de San Nicolas Tecoaco (SNT) y
Cadereyta de Montes (CAD). (A) Porcentaje de aborto en flores en SNT. (B) Porcentaje de
aborto en cladodios en SNT. (C) Porcentaje de aborto en flores en CAD. (D) Porcentaje de
aborto en flores en CAD. Las barras rosas representan las estructuras que sobrevivieron, y las

azules, las que fueron abortadas.

El andlisis de supervivencia Kaplan-Meier en las plantas de San Nicolas Tecoaco muestra
que la probabilidad de supervivencia de las flores durante los primeros 30 dias de crecimiento
fue de 0.92 = SE 0.01, bajando a 0.47 + SE 0.04 a los 60 dias y 0.17 = SE 0.03 a los 80 dias.
Mientras que para los cladodios la probabilidad de supervivencia durante los primeros 30 dias

de crecimiento fue de 0.87 = SE 0.04, bajando a 0.70 + SE 0.08 a los 60 dias y 0.49 =+ SE 0.1 a
los 80 dias.

Hubo diferencias significativas en la supervivencia de flores entre tratamientos, siendo

mayor en flores con hormigas (no excluidas) que con tratamiento de exclusion (log rank test:
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chi-cuadrada=6.9, d.f.=1, p=0.009; Fig. 18A). Sin embargo los cladodios no presentaron
diferencias en la supervivencia entre los tratamientos con y sin hormigas (log rank test: chi-

cuadrada=0.8, d.f. =1, p=0.4; Fig. 18A).
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Figura 18. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de flores (A) y cladodios (B) en
crecimiento bajo tratamiento de exclusion (T) y control (C) registrados en el tiempo (dias) en
plantas de O. robusta en San Nicolas Tecoaco. La tabla de riesgo muestra el porcentaje de
flores o cladodios que se tenia registro de estar vivos durante el estudio. El valor de p es el
nivel de significancia de la prueba log-rank entre las curvas de supervivencia entre

tratamientos. El area sombreada representa el intervalo de confianza al 95%.

Ademés se encontraron diferencias en la supervivencia de flores y cladodios entre los
diferentes sexos de O. robusta. Las flores y los cladodios en crecimiento de plantas
hermafroditas tuvieron una mayor probabilidad de supervivencia que las provenientes de
plantas masculinas y femeninas (log rank test: flores: chi-cuadrada=78.3, d.f. =2, p <0.001;
cladodios: chi-cuadrada=11.8, d.f. =2, p=0.003; Fig. 19). La probabilidad de supervivencia
disminuye a la mitad a los 60 dias para flores masculinas y femeninas. En general, no hubo
diferencias significativas en la supervivencia entre flores y cladodios, sin embargo los
cladodios mostraron ligeramente mayor probabilidad de supervivencia que las flores (log rank

test: chi-cuadrada=3.6, d.f. =1, p=0.054)
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Figura 19. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de flores (A) y cladodios (B) en
crecimiento de diferentes sexos registrados en el tiempo (dias) en plantas de O. robusta en
San Nicolas Tecoaco. La tabla de riesgo muestra el porcentaje de flores o cladodios que se
tenia registro de estar vivos durante el estudio. El valor de p es el nivel de significancia de la
prueba log-rank entre las curvas de supervivencia entre los diferentes sexos. El area

sombreada representa el intervalo de confianza al 95%.

En Cadereyta de Montes la probabilidad de supervivencia de las flores durante los
primeros 22 dias de crecimiento fue de 0.74 + SE 0.04. En esta localidad no se encontraron
diferencias en la supervivencia de flores y cladodios con tratamiento de excusion y control (log
rank test: flores: chi-cuadrada=2, d.f.=1,p=0.2; cladodios: chi-cuadrada=0.4,
d.f.=1, p=0.5; Fig. 20).
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Las flores de plantas masculinas tuvieron mayor probabilidad de supervivencia que

de plantas femeninas rank test: chi-cuadrada=15.3,

(log
d.f.=1,p<0.001; Fig. 21A). No hubo diferencias en la probabilidad de supervivencia de

aquellas provenientes

cladodios entre los sexos de esta localidad (log rank test: chi-cuadrada=3, d.f.=1, p=0.08;

Fig. 21B).
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Figura 21. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de flores (A) y cladodios (B) en

crecimiento entre los diferentes sexos registrados en el tiempo (dias) en plantas de O. robusta
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en Cadereyta de Montes. La tabla de riesgo muestra el porcentaje de flores o cladodios que se
tenia registro de estar vivos durante el estudio. El 4rea sombreada representa el intervalo de

confianza al 95%.
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DISCUSION

En este estudio se trat6 de probar si las diferentes especies de hormigas asociadas a los
nectarios extraflorales de botones florales y cladodios en crecimiento de Opuntia robusta
defienden a la planta contra los insectos herbivoros. Segun lo reportado por Oliveira et al.
(1999) las hormigas que se alimentan del néctar extrafloral de Opuntia stricta disminuyen la
herbivoria de los botones florales en desarrollo, y por lo tanto el nimero de frutos en la planta
se incrementa. De igual forma en Opuntia acanthocarpa las hormigas visitantes de los nectarios
extraflorales disminuyeron el tiempo que los insectos herbivoros pasan en la planta, y el nimero

de hormigas se relacion6 con la cantidad de néctar producido (Pickett y Clark, 1979).

Contrario a lo esperado, las flores y cladodios en crecimiento de O. robusta con
tratamiento de exclusion de hormigas no mostraron diferencias significativas en el porcentaje
de herbivoria en comparacion con el tratamiento control entre los diferentes sexos. Estos
resultados fueron similares en ambas localidades de estudio. En general los resultados
concuerdan con lo reportado por Alma et al. (2015) en Opuntia sulphurea, donde las diferentes
especies de hormigas asociadas no defienden a la planta, ni disminuyen la herbivoria. No
obstante, se observo una tendencia que apunta a que la presencia de las hormigas puede ser
benéfica para las flores y cladodios, aumentando su probabilidad de supervivencia,
principalmente en las flores, pues en términos de adecuacion y segiin la TDO, representan una
estructura valiosa para las plantas. Sin embargo, este puede ser un efecto temporal, debido a
que la actividad de las hormigas en las plantas puede cambiar por diversos factores, como la
temperatura ambiental o la calidad de la recompensa. Ademas, el beneficio antiherbivoria de
la asociacion con hormigas parece ser mas evidente a mediano plazo; ya que en un estudio a 8
meses realizado por Grangier et al. (2008) analizando la interaccion entre la planta Hirtella
physophora y hormigas Allomerus decemarticulatus registrd que la herbivoria disminuyo, y se
encontr6 que las hormigas defienden a la planta s6lo durante las fases juveniles de crecimiento
de las hojas. Hubo una tendencia a disminuir la herbivoria con el paso del tiempo y conforme
las estructuras iban creciendo. Se debe tener en consideracion que el porcentaje de dafio fue
bajo, ademés es importante el papel de las sustancias defensivas en los experimentos de
exclusion, pues es probable que la herbivoria genere respuestas de resistencia en las estructuras
donde fue aplicado el tratamiento de exclusion de hormigas, que disminuyan el consumo por
parte de los herbivoros y que atentien las diferencias entre los tratamientos (Frederickson et al.,

2013).
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Pickett y Clark (1979) y Oliveira et al. (1999) registraron en otras cactaceas resultados
similares a los del presente estudio: el ensamble de hormigas asociadas a los nectarios
extraflorales es poco efectivo para ahuyentar a los hemipteros herbivoros. Por otro lado, los
resultados sugieren que la intensidad de la herbivoria en las plantas es dependiente de la
abundancia y composicion de especies de hormigas que visitan los nectarios extraflorales, ya
que el nimero de hormigas en la planta y la variacion en su conducta agresiva juega un papel
preponderante en la eficiencia defensiva. Las plantas que fueron visitadas por especies de
hormigas pacificas y agresivas, como Pseudomyrmex pallidus y Crematogaster sp.
respectivamente, tuvieron mayores porcentajes de dafio por herbivoria. Las especies del género
Pseudomyrmex son conocidas por presentar colonias pequenas y conductas de forrajeo solitario,
lo que sugiere que no son efectivas defendiendo a las plantas contra los herbivoros (Wetterer,
2010). Ademas, se conoce que las plantas que poseen nectarios extraflorales interactuan con
multiples especies de hormigas, y por consiguiente los beneficios varian de acuerdo con la
calidad defensiva de la hormiga, como el nivel reclutamiento y agresividad (Rudgers y
Gardener, 2004). Por ejemplo, Miller (2007) encontr6 que los nectarios extraflorales de Opuntia
imbricata son visitados por distintas especies de hormigas, siendo Liometopum apiculatum mas
efectiva defendiendo a la planta contra los herbivoros en comparacién con Crematogaster sp.
Del mismo modo, en el presente estudio se encontré que en SNT, las plantas visitadas por
Liometopum apiculatum tuvieron menor porcentaje de herbivoria que cuando estuvieron
presentes el resto de las especies; no obstante en la localidad de CAD esta especie tuvo poca
eficiencia contra los herbivoros. Lo anterior sugiere que la eficacia defensiva puede variar entre
localidades, y ser el resultado de diversos factores, como la abundancia y la condicion de la
colonia de la hormiga, la composicion y abundancia de los herbivoros, asi como las
caracteristicas de las plantas (vigor, néctar secretado), entre otros. Esto es un aspecto que

merece investigacion futura.

Ademas, se encontrd que la especie Crematogaster sp. es poco efectiva contra los
herbivoros (Tabla 2) a pesar de que es abundante en las plantas y suele ser una especie muy
agresiva. Es probable que el tamafio del cuerpo de Crematogaster sp. sea un limitante en su
eficacia contra los herbivoros presentes durante esta temporada, pues se sabe que el tamafo del
cuerpo de las hormigas y la densidad de las colonias son factores importantes que influyen en
la actividad defensiva (Pringle et al., 2012, Rico-Gray y Thien, 1989). Por ejemplo, las plantas
de Schomburgkia tibicinis visitadas por especies de hormigas pequenas fueron méas consumidas

por herbivoros, en contraste con aquellas visitadas por especies de hormigas méas grandes (Rico-
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Gray y Thien, 1989). Entre las especies de hormigas de mayor talla registradas en este estudio,
Camponotus atriceps resulto ser eficiente, pues las plantas visitadas por esta tuvieron menor
herbivoria. Las hormigas C. atriceps son una especie que rara vez forrajea de dia, pero que se
ha reportado abundante y agresivamente defendiendo a las plantas con nectarios extraflorales
en los ambientes aridos (Cuautle et al., 2005, Dattilo et al., 2015, Schoereder et al., 2010). Por
otro lado, especies de hormigas de tamafio mediano como Formica altipetens resultaron ser
poco efectivas contra insectos herbivoros en el presente trabajo. Algunos estudios en otras
especies del género Formica han demostrado su ineficiencia frente a los insectos herbivoros

(Beckmann Jr. y Stucky, 1981, Heads y Lawton, 1985).

Por otro lado, se ha reportado que las condiciones ambientales determinan la conducta de
forrajeo de las hormigas en los nectarios extraflorales de Opuntia stricta (Oliveira et al., 1999).
Este patron fue observado en este estudio, donde el nimero de hormigas alimentandose en los
nectarios extraflorales esta relacionado con la temperatura y la humedad relativa ambiental. Es
probable que las especies de hormigas dominantes sean mas activas en temperaturas moderadas,
mientras que especies menos agresivas se limiten a temperaturas mas extremas, cuando los

recursos estan disponibles (Bestelmeyer, 2000).

Algunos estudios han registrado que existe un recambio de especies asociadas a los
nectarios extraflorales a diferentes horas del dia en ambientes semiaridos (Dattilo et al., 2014,
Anjos et al., 2017, Oliveira et al., 1999). Sin embargo, en este estudio no se tuvo registro del
recambio de las especies a lo largo del dia, pero se registrd el recambio de especies entre las
diferentes fechas del muestreo. En general, una sola especie de hormiga fue registrada en los
nectarios extraflorales, aunque en algunas ocasiones se pudieron registrar dos o mas especies
interactuando en diferentes momentos sobre la misma planta. Es posible que la variacion en la
composicion y la concentracion del néctar extrafloral ofrecido por las plantas a lo largo del
tiempo, promueva la coexistencia de las especies de hormigas asociadas a los nectarios en la
misma planta, y en consecuencia modifica el efecto antiherbivoria (Bliithgen et al., 2004,
Wilder y Eubanks, 2010, Gonzalez-Teuber et al., 2012, Heil et al., 2000). Anjos et al. (2017)
encontraron que durante el dia el néctar extrafloral de Bionia coriacea es mas concentrado,
presentandose unas pocas especies de hormigas dominantes, mientras que en la noche el néctar
poco concentrado favorecia la coexistencia de un mayor nimero de especies de hormigas. No
obstante, en el presente estudio, debido a las caracteristicas de produccion del néctar extrafloral

de O. robusta, 1a muestra del contenido de azlcares en el néctar fue baja, y posiblemente por
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ello no se pudo registrar diferencias en las concentraciones de néctar extrafloral, aunque fueron

ligeramente mayores en las plantas femeninas que en masculinas.

Por otra parte, aparentemente el dafio en las estructuras juveniles puede resultar en altos
porcentajes de aborto (~ 80-81%) (Bentley, 1977), principalmente en cactaceas, donde un alto
porcentaje de mortalidad es causado por escarabajos del género Moneilema que remueve y
consume gran parte del tejido vegetal (Kass, 2001). En el presente estudio la presencia de este
herbivoro y el dafio que inflige a las flores y cladodios fue elevado en ambas localidades de
estudio (Fig. 6), lo cual sugiere que los altos porcentajes de aborto en las estructuras juveniles
pueden deberse al dafio por este herbivoro. Aunado a la herbivoria, la mortandad de estas
estructuras también puede deberse a otros factores y su interaccion, como el estado de salud de
la planta, el sexo y la asignacion de recursos, donde las plantas reparten sus recursos disponibles

con relacion al estado ontogénico (Boege y Marquis, 2005, Obeso, 2002).

Los resultados de este estudio no concuerdan con la premisa de la teoria de defensa
Optima, en la que las partes juveniles deberian estar mejor defendidas contra la herbivoria
(McKey, 1979, Zangerl y Bazzaz, 1992), en este caso mediante la defensa indirecta por
hormigas asociadas con los nectarios extraflorales. En ambas localidades las flores y cladodios
juveniles mas pequefios tuvieron el mayor niumero de hormigas, lo que sugiere que durante esa
etapa la secrecion de néctar o sus caracteristicas puedan ser mas atractivas para las hormigas
como recompensa. Sin embargo, los elevados niveles de herbivoria en estas fases de desarrollo
sugieren que no todas las hormigas asociadas a los nectarios extraflorales son efectivas
defendiendo a la planta, a pesar de ser recompensadas con néctar extrafloral. Por otro lado, los
resultados se ajustan con otra prediccion de la TDO, en que no todas las partes de la planta
seran igualmente defendidas, siendo las estructuras reproductivas mejor defendidas que las
vegetativas (McKey, 1979, Zangerl y Bazzaz, 1992). En este estudio se encontr6 que los
cladodios fueron mas consumidos por los herbivoros que las flores entre los diferentes sexos

de O. robusta.

Segun la hipdtesis de disponibilidad de recursos de Coley et al. (1985), la seleccion
natural favorecera a las plantas con crecimiento lento con mayores niveles de defensa. Sin
embargo, en este trabajo se encontrd una tendencia diferente a esta hipotesis debido a que las
flores y cladodios con tasas de crecimiento lento se vieron mas afectadas por la herbivoria que
aquellas con crecimiento rapido. Si bien, estas observaciones sugieren un patron interesante de

limitacion de recursos; la hipdtesis de Coley (1985) hace referencia a las plantas en general, no
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solo a partes especificas de estas, asi que los resultados de este estudio muestran una linea de
investigacion que requiere experimentos adicionales para entender el papel y el costo de las
diferentes defensas desplegadas por las plantas, como el néctar extrafloral o sustancias
defensivas, y su relacion con la herbivoria y el crecimiento en O. robusta. Ademas se encontrod
que las tasas de crecimiento disminuyeron cuando aumento6 el nimero de cladodios juveniles
creciendo en el mismo cladodio parental que los sostiene, lo cual nos podria indicar un mayor

costo energético para el desarrollo de estas estructuras y los nectarios extraflorales.

En ambas localidades los cladodios tuvieron tasas de crecimiento mayores que las flores
de su mismo sexo, similar a lo registrado por Inglese et al. (1997) en Opuntia ficus-indica. De
acuerdo con lo reportado por Nieddu y Spano (1992), los cladodios en crecimiento de Opuntia
ficus-indica compiten por los recursos disponibles con las flores en sus diferentes estadios de
desarrollo, por lo cual los cladodios presentan tasas de crecimiento mayores que los botones
flores, y posteriormente cuando la flor ha sido polinizada, los frutos resultantes aumentan sus
TCR y disminuyen las de cladodios. Esto puede explicarse como un costo asociado a la
reproduccion, debido a que para las plantas es mas barato producir el tejido vegetativo que
reproductivo (McKey, 1979, Zangerl y Bazzaz, 1992), y aunque la inversion en tejido
vegetativo limita temporalmente el potencial reproductivo de la planta, los beneficios a mediano
plazo por ejemplo en crecimiento y supervivencia de los frutos, podrian compensar la inversion
de recursos en estas estructuras (La Mantia et al., 1997). Otra evidencia que apoya esta idea, es
que en general en O. robusta de ambas localidades los cladodios de plantas femeninas
presentaron mayor porcentaje de herbivoria que las flores, lo cual sugiere que la TDO es
concordante con que las estructuras reproductivas en crecimiento son mejor defendidas que las

vegetativas.

Se sabe que las plantas pueden presentar variaciones interanuales en el crecimiento,
fecundidad y supervivencia, y que dichas diferencias dependen en gran medida de las
condiciones ambientales y estadios de la planta en el momento en que ocurren (Rees et al.,
2006, Miller et al., 2006). Especialmente en el género Opuntia, en que las plantas pueden
alternar la produccion de flores y cladodios entre las temporadas de un afio a otro (Bowers,
1996), por esta razoén no es extrafio encontrar patrones diferentes de floracién o crecimiento
entre ambas localidades. En ambas localidades de este estudio la probabilidad de supervivencia
de los cladodios en crecimiento fue mayor que la de flores. Posiblemente las condiciones
ambientales y disponibilidad de recursos durante el muestreo fueron desfavorables, por lo que

las plantas prefirieron invertir en crecimiento vegetativo y de esta forma aumentar su capacidad
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fotosintética para la reproduccion en temporadas posteriores. Ademads, en este trabajo en la
localidad de SNT se encontr6 que los cladodios provenientes de plantas hermafroditas tuvieron
mayor probabilidad de supervivencia que aquellos de plantas femeninas y masculinas, mientras
que en la localidad CAD fueron las plantas masculinas las que tuvieron mayor probabilidad
sobre las femeninas. Estos resultados son diferentes a lo reportado por del Castillo y Trujillo-
Argueta (2018), en que los cladodios de plantas femeninas, tuvieron mayor probabilidad de
supervivencia que cladodios hermafroditas y los masculinos tuvieron valores intermedios entre

estos dos sexos.

Ademas, se sabe que en poblaciones sexualmente dimorficas y trimorficas, los diferentes
morfos (hermafroditas, masculinas y femeninas) enfrentan diferentes presiones de seleccion
que llevan a que cada sexo asigne diferencialmente sus recursos entre crecimiento,
supervivencia, reproduccion y defensa (Delph, 1999, Cornelissen y Stiling, 2005, Obeso, 2002).
En el presente estudio las flores y cladodios juveniles de plantas hermafroditas mostraron una
tendencia a tener mayor herbivoria que las de las plantas masculinas y femeninas, a pesar de
que las plantas hermafroditas tienen niveles de defensa superiores, como un mayor nimero de
espinas por areola y mas sustancias defensivas que las plantas femeninas (Janczur et al., 2014).
Una posible explicacion es que, aunque las defensas desplegadas por las plantas hermafroditas
sean mayores, los insectos herbivoros han desarrollado mecanismos fisicos y fisioldgicos para
resistirlas o evadirlas, o conductuales para evadir a las hormigas (Torres-Castillo et al., 2015,
Heads y Lawton, 1985, Oliveira y Freitas, 2004). En contraparte, los resultados muestran que
aparentemente las plantas hermafroditas han respondido ante la herbivoria aumentando las TCR
y de esta manera disminuyen el tiempo que las estructuras juveniles estan expuestas al consumo
por insectos herbivoros, mientras que en Cadereyta de Montes las plantas masculinas
presentaron mayor herbivoria que las plantas femeninas a pesar de que tuvieron mayor nimero
de hormigas. Esto sugiere que posiblemente las plantas masculinas invierten menos recursos en
defensas (v.gr., sustancias defensivas) (Agren et al., 1999, Cornelissen y Stiling, 2005, Abdala-
Roberts et al., 2016), o bien que las especies de hormigas encontradas en plantas masculinas,

como Crematogaster sp., a pesar de ser numerosas no son efectivas defendiendo.

A pesar que en ambientes poco productivos los individuos femeninos de algunas familias
de plantas tienen un mejor desempeio que los hermafroditas (Poot, 1997). Los resultados
muestran que en la poblacion trioica de San Nicolés Tecoaco, las flores de plantas hermafroditas
tuvieron TCR mayores que las flores masculinas y femeninas. Esto puede deberse a un ajuste

fisioldgico para igualar el desfase temporal de la floracion y favorecer con la polinizacion
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cruzada, ya que en esta poblacion las plantas femeninas y masculinas son las primeras en

florecer, y al final las hermafroditas.

En contraste en la poblacioén de Cadereyta de Montes, una poblacion dioica, los resultados
se ajustaron a lo reportado por del Castillo (1986): las flores y los cladodios masculinos tuvieron
mayor probabilidad de supervivencia que aquellos de plantas femeninas. Es probable que dichas
diferencias se deban a la capacidad de las plantas para optimizar sus recursos, también a
diferencias en los nutrientes disponibles en el suelo a nivel de microambiente, por ejemplo en
un estudio preliminar en esta localidad se encontré que el suelo de las plantas masculinas tuvo
mayores concentraciones de fosforo y nitrogeno que el de plantas femeninas (Martinez-Estrella
& Janczur, datos no publicados). De igual forma, en esta localidad se encontr6 que los cladodios
de plantas masculinas tuvieron TCR mayores que las flores de su mismo sexo. Al haber mas
recursos disponibles es probable que las plantas masculinas inviertan menos recursos en
reproduccion que las femeninas (Obeso, 2002), y como consecuencia pueden crecer mas rapido.
Ademas se sabe que las plantas femeninas al invertir mas recursos en reproduccion expresan
costos asociados que se ven reflejados por ejemplo, en tasas de crecimiento menores (Cipollini
y Whigham, 1994), floracién tardia (Thomas y LaFrankie, 1993) y reduccion en la
supervivencia (Allen y Antos, 1993).

Como conclusién podemos decir que este estudio es uno de los primeros en abordar la
funcion defensiva de los nectarios extraflorales en relacion al sexo de las plantas. Ademas que
la hipotesis defensiva de los nectarios extraflorales en O. robusta es dependiente de la
agresividad de las especies de hormigas asociadas a los nectarios extraflorales, y aunque la
mayoria de los estudios se enfocan a probar el mutualismo defensivo entre hormigas y plantas,
no se considera el sexo como un factor importante en la variacion del resultado de la interaccion.
Las diferencias en el potencial defensivo entre los sexos son muy sutiles y se relacionan con
estadios fenoldgicos y nutricionales de las plantas. Estudios subsecuentes deberian evaluar estas
caracteristicas en conjunto para entender patrones ecoldgicos en la interaccion hormiga-planta

en las poblaciones.

Adicionalmente, es probable que la funcion defensiva de los nectarios extraflorales no
sea mutuamente excluyente con las demas hipdtesis sobre su funcion en las plantas, tales como
la hipdtesis de distraccion de hormigas (Wagner y Kay, 2002) o la hipotesis de fertilizacion de
la planta (Wagner, 1997). De igual forma, los resultados de este estudio en flores y cladodios

en desarrollo sugieren que se deben revisar experimentalmente las ideas propuestas por Coley
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et al. (1985), considerando plantas de ambientes estresantes y con diferente expresion sexual,
pues las plantas de O. robusta resultan comportarse de forma diferente a lo esperado en
ambientes con pocos recursos disponibles. Finalmente, podemos concluir que O. robusta es una
especie plastica que responde a las diferentes presiones ambientales de su habitat, donde el
resultado de la interaccion hormiga planta y los rasgos de su historia de vida pueden variar entre

las diferentes poblaciones alejadas geograficamente.
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SUPLEMENTOS

Tabla 1S. Estimaciéon de parametros y estadistica de ajuste del mejor modelo (GLMM

Binomial Negativo) para estimar el nimero de hormigas en San Nicolas Tecoaco.

Numero de hormigas en cladodios y flores de San Nicolas Tecoaco ‘

Variable | Estimacion Error Z p=
estandar
, (Intercepto) | | 07746643 053646703  -2.00844854 0.04459565
Area de Flor/Cladodio | o 6314774 025322652  -2.49372539 0.01264103
Temperatura | 8734347 0.13483754  -2.09395296 0.03626417
Humedad relativa | ¢ 03462868 0.1439942 058772284  0.55671834
Herbivoria (%) | 67987317 022527581  -3.01795902 0.00254483
Nimero chinches | 36261220 0.08994463  4.03150486 5.54E-05
Hora deldia | 00656636  0.13411122  -0.04896208 0.96094952
Sexo Hermafrodita 0.62056707  1.09667612  0.56586175 0.57148776
Sexo Masculino | 5 55640181 079284044 3.18651985 0.00143996
Tipo de estructura | 06130739 054187334 -0.1131397 0.9099198
Temperatura:Humedad.relativa | ¢ 15139664 0.10521069  1.15384325 0.24856444
SexoHermafrodita: EstructuraFlor | 1 19478073 12322313  -0.96960752 0.33224216
SexoMasculina: EstructuraFlor | 3 03777486 0.86600083  -3.55978281 0.00037116
Numero de AIC BIC Log Likelihood
observaciones
369 783.8 846.4 -375.9
"p<0.05; *p<0.01; *“p<0.001
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Tabla 2S. Estimaciéon de parametros y estadistica de ajuste del mejor modelo (GLMM

Binomial Negativo) para estimar el nimero de hormigas en Cadereyta de Montes.

Numero de hormigas en cladodios y flores de San Nicolas Tecoaco

Variable | Estimacion Error Z p=
estandar
, (Intercept) | 54079579  0.29427202 -1.83774108  0.06610057 -
Area de Flor/Cladodio | 81529852  0.37693782 -2.16295229  0.03054485
Temperatura | ) 63399787  0.21020566 -3.01608377  0.00256063
Humedad relativa | 03930961  0.22903782 -0.17162935  0.86372893
Herbivoria (%) | 048302237  0.35272655  -1.3693961  0.17087549
Horadeldia | (77292236  0.15862123  1.72059163  0.08532495
Sexo Masculino | | 87567412 0.5514547 -3.31065112  0.00093079
Tipo de estructura | 03977796  0.33758826 -1.17829808  0.23867779
Temperatura: Humedad.relativa | (40147904  0.16936983  2.37042826  0.01776749
SexoMasculina:EstructuraFlor | ( 41475803  0.71509686  0.58000259  0.56191287
Numero de AIC BIC Log Likelihood
observaciones
284 377 424 175
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Tabla 3S. Estimacion de parametros y estadistica de ajuste del mejor modelo (LMM, efectos

mixtos) para estimar el porcentaje de herbivoria en relacion al tipo de estructura (flor o
cladodio) entre los sexos de San Nicolads Tecoaco, Hidalgo y Cadereyta de Montes.

Table
San Nicolas Tecoaco Cadereyta de Montes
Sexo Hermafrodita 0.117
Std.error=(0.912)
t=0.128
p =0.900
Sexo Masculino -0.622 0.605
Std.error= (0.666) Std.error= (0.364)
t=-0.933 t=1.660
p=0.361 p=0.115
Flor -1.090™ 0.490
Std.error= (0.348) Std.error=(0.310)
t=-3.137 t=1.580
p=0.003 p=0.117
Tratamiento de exclusion -0.414 0.225
Std.error=(0.375) Std.error=(0.330)
t=-1.106 t=0.682
p=10.270 p =0.498
Area total -0.008"* -0.003"
Std.error= (0.002) Std.error=(0.001)
=-3.677 =-2.200
p =0.0003 p=0.031
Sexo Hermafrodita:Flor 0.979
Std.error=(0.962)
t=1.018
p=0313
Sexo Masculino:Flor 0.863 -0.375
Std.error= (0.649) Std.error= (0.463)
t=1.328 t=-0.809
p=0.186 p=0.421
Sexo Hermafrodita: Tratamiento de exclusion 1.142
Std.error= (1.189)
t=0.960
p=0.341
Sexo Masculino: Tratamiento de exclusion 0.935 -0.195
Std.error= (1.035) Std.error= (0.467)
t=0.904 t=-0.416
p=0.367 p=0.679
Flor: Tratamiento de exclusion 0.293 -0.474
Std.error= (0.423) Std.error= (0.447)
t=0.692 t=-1.060
p =0.490 p=0.292
Sexo Hermafrodita:Flor: Tratamiento de exclusion -0.965
Std.error= (1.480)
t=-0.652
p=0.517
Sexo Masculino: Flor: Tratamiento de exclusion -0.874 0.223
Std.error= (1.073) Std.error= (0.638)
t=-0.814 t=0.350
p=0416 p=0.728
Sexo femenino:Cladodio: Control (intercepto) 5.070™" 4.230""
Std.error= (0.363) Std.error= (0.260)
t=13.950 t=16.300
p <0.001 p =0.000
Observations 672 287
Log Likelihood -1111.165 -432.000
Akaike Inf. Crit. 2272.330 908.000
Bayesian Inf. Crit. 2384.598 988.000

<0.05; " p<0.01; p<0.001
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Tabla 4S. Estimacion de pardmetros y estadistica de ajuste del mejor modelo (LMM, efectos
mixtos) para estimar el porcentaje de herbivoria en relacion al tipo de estructura (flor o
cladodio) y a las especies de hormigas visitantes de plantas de O. robusta con nectarios
extraflorales en San Nicolas Tecoaco, Hidalgo y Cadereyta de Montes.

Porcentaje de herbivoria por especie de hormiga

San Nicolas Tecoaco Cadereyta de Montes
Variable LMM Variable LMM
Camponotus andrei / Formica 1.520 Camponotus andrei / Forelius 0.247
altipetens pruinosus '

Std.error=(2.452)

Std.error=(0.796)

t=0.620 t=0.310
p=0.536 p=0.757
Camponotus atriceps -1.157 Crematogaster sp. 0.197
Std.error= (2.402) Std.error= (0.676)
t=-0.482 t=0.292
p=0.630 p=0.771
Formica altipetens 2.758 Crematogaster sp. /
o -0.222
Pseudomyrmex championi
Std.error=(1.618) Std.error=(0.809)
t=1.704 t=-0.275
p =0.089 p=0.784
Liometopum apiculatum -0.106 Crematogaster sp. / 1122

Std.error=(1.296)

Pseudomyrmex pallidus

Std.error= (1.518)

=-0.082 t=0.739
p=0.935 p =0.460
Liometopum apiculatum / 0.952 Forelius pruinosus 0.232
Camponotus andrei
Std.error= (2.708) Std.error=(0.709)
t=0.352 t=-0.328
p=0.726 p=0.744
Liometopum apiculatum / -1.133 Liometopum apiculatum 0.129

Camponotus atriceps

Std.error= (2.747)

Std.error= (0.664)

t=-0.412 t=0.194
p=10.681 p =0.846
Liometopum apiculatum / -1.571 Liometopum apiculatum / 0.155

Formica altipetens

Std.error= (1.806)

Camponotus andrei

Std.error=(0.790)

=-0.870 =-0.197
p=0.385 p=0.845
Flor -0.303 Monomorium eveninum 0.193
Std.error=(0.519) Std.error=(0.784)
t=-0.583 t=0.246
p=0.560 p=10.806
Camponotus ag;:;;;t/efso;mFllZi 1.734 Pseudomyrmex championi -1.526*
Std.error=(1.336) Std.error=(0.769)
t=1.297 t=-1.985
p=0.195 p=10.048
Liometopum apiculatum / Flor -2.069™ Flor 0.012
Std.error= (0.648) Std.error=(0.781)
t=-3.195 t=0.015
p=0.002 p=0.989
Liometopum apiculatum / -1.373 Camponotus andrei / Forelius -0.239

Camponotus andrei / Flor

Std.error= (1.272)
=-1.079

pruinosus / Flor

91

Std.error=(0.962)
=-0.249




Liometopum apiculatum /
Camponotus atriceps / Flor

Liometopum apiculatum /
Formica altipetens / Flor

Intercepto

p=0.281
0.904

Std.error= (1.287)
t=0.703
p=0.483

1.050

Std.error=(1.131)
t=10.928
p=0.354

4.482™"

Std.error=(0.981)
t=4.570
p = 0.00001

Crematogaster sp / Flor

Crematogaster sp /
Pseudomyrmex championi /
Flor

Crematogaster sp /
Pseudomyrmex pallidus / Flor

Forelius pruinosus / Flor

Liometopum apiculatum / Flor

Liometopum apiculatum /
Camponotus andrei / Flor

Monomorium eveninum / Flor

Pseudomyrmex championi /
Flor

Constant

p = 0.804
-0.034

Std.error=(0.826)
t=-0.041
p=0.968

0.336

Std.error= (0.956)
t=0.351
p=0.726

-1.225

Std.error= (1.595)
t=-0.768
p=0.443

0.987
Std.error=(0.861)
t=1.146
p=0.252

0.522
Std.error=(0.814)
t=0.642
p=10.521

-0.438

Std.error=(0.980)
t=-0.448

p =0.655

-0.832

Std.error= (0.950)
t=-0.876
p=10.382

0.256

Std.error=(0.901)
t=0.284
p=0.777
4.635%**
Std.error=(0.638)
t="7.260
p <0.001

Observaciones
Log Likelihood
Akaike Inf. Crit.
Bayesian Inf. Crit.

607
-1296.565
2629.130
2708.484

Observaciones

Log Likelihood

Akaike Inf. Crit.
Bayesian Inf. Crit.

284
-418.637
885.275
972.850

Note:
p<0.05; “p<0.01; ""p<0.001
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Tabla 5S. Modelo lineal generalizado en Tasas de Crecimiento Relativo (TCR) de cladodios y
flores en las dos localidades, San Nicolas Tecoaco y Cadereyta de Montes.

Tasa de crecimiento relativo en flores y cladodios

Variable San Nicolas Tecoaco Cadereyta de Montes
Herbivoria final -0.0127%%* -0.006
Std.error=(0.003) Std.error= (0.005)
t=-3.766 t=-1.172
p =0.0003 p=0.245
SexoHermafrodita 0.371
Std.error= (0.458)
t=0.812
p=0.419
Sexo Masculino 0.457 -0.062
Std.error=(0.376) Std.error=(0.097)
t=1215 =-0.638
p=0.226 p=0.525
Tratamiento de exclusion 0.053 -0.007
Std.error=(0.137) Std.error=(0.107)
t=0.390 t=-0.064
p=0.697 p=0.950
Flor -1.209%** -0.411*
Std.error= (0.276) Std.error= (0.157)
t=-4.382 t=-2.613
p =0.00003 p=0.011
Numero de flores -0.001 -0.017
Std.error= (0.024) Std.error=(0.022)
t=-0.030 t=-0.780
p=0.977 p=0.438
Numero de cladodios -0.356** 0.042
Std.error= (0.125) Std.error=(0.043)
t=-2.846 t=0.973
p =0.006 p=0.334
Sexo Hermafrodita: Tratamiento de exclusion -0.149
Std.error= (0.355)
t=-0.420
p=0.675
Sexo Masculino: Tratamiento de exclusion -0.008 -0.090
Std.error= (0.268) Std.error=(0.124)
t=-0.029 t=-0.723
p=0.977 p=0.472
Sexo hermafrodita:Flor 0.664
Std.error=(0.431)
t=1.543
p=0.125
Sexo masculino:Flor -0.301 0.143
Std.error= (0.400) Std.error=(0.128)
t=-0.753 t=1.116
p=0.453 p=0.268
Tratamiento de exclusion:Flor 0.327%*
Std.error= (0.134)
t=2.444
p=0.017
Sexo masculino: Tratamiento de exclusion:Flor
Sexo femenino:Cladodio:Control (intercepto) -1.620%** -1.689%***
Std.error= (0.264) Std.error=(0.105)
t=-6.173 t=-16.147
p <0.001 p <0.001
Observaciones 175 105
Log Likelihood 319.703 179.118
Akaike Inf. Crit. -615.406 -332.236
Note: | *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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