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RESUMEN

Las holoparasitas endéfitas (plantas sin tallos y hojas, solo conspicuas cuando emergen las flores
del cuerpo del hospedero) no han sido estudiadas con detalle, siendo desconocidos casi todos los
aspectos de su biologia. En este trabajo se estudié la biologia de Bdallophyton bambusarum
Liebm. (Rafflesiaceae) en la selva mediana subcaducifolia del Centro de Investigaciones Costeras
La Mancha (CICOLMA), Veracruz, México (19° 36' N, 96° 22' W; elevacion < 50 msnm).
Particularmente, a) distribucidn y especificidad del hospedero, b) biologia reproductiva (fenologia,
caracteristicas de las estructuras reproductivas, polinizacién), ¢) algunos aspectos de genética de
poblaciones (variabilidad genética, similitud entre subpoblaciones, flujo génico), d) dispersidn,
viabilidad. germinacién y banco de semillas, y e) observaciones sobre el sistema endo6fito y su
citologia. Se registraron 22 subpoblaciones de B. bambusaniun, siempre asociadas a raices de
Bursera simaruba (L.) Sarg. Las estructuras reproductivas se producen regularmente en areas con
inflorescencias masculinas y femeninas mezcladas y en sitios donde solo se presenta un sexo, lo
que sugiere que la parasita es perenne o tienc algun mecanismo de clonacidén. Las condiciones del
suelo de la selva mediana influyen en la distribucion de la parasita, presentandose en sitios donde
las raices son mas superficiales y abundantes, lo que tal vez incrementa la posibilidad de que las
semillas alcancen las raices del hospedero y que las inflorescencias puedan emerger a la superficie.
El pico de floracion se presenta durante la época seca (diciembre-febrero) y los frutos se
desarrollan de marzo a abril. Aparcntemente, la parasita utiliza las sustancias promotoras de la
floracién del hospedero, ya que sus picos de floracidn se traslapan. Por otro lado, la produccion de
frutos no se ve limitada por recursos, ya que puede obtener lo necesario del hospedero. Las
inflorescencias masculinas presentan mayor niimero de flores, y éstas son mas grandes que las
femeninas. Las flores producen néctar, y los polinizadores (Peckia spp. y Oxysarcodexia spp.:
Diptera) las visitan frecuentemente durante la maiiana. Las moscas mueven el polen dentro de las
subpoblaciones, y los valores de vecindad genética y tamaiio efectivo son pequeiios, sugiriendo que
las subpoblaciones son panmicticas. Sin embargo, se registré movimiento de polen entre
subpoblaciones, lo que se refleja en la similitud genética entre ellas. Por otro lado, el analisis de
isozimas mostré que en las subpoblaciones estudiadas casi cada inflorescencia es un genotipo,
indicando que, la especie si es didica (ya que podria ser monoica) y que la poblacién es
genéticamente muy variable. Las semillas son dispersadas por ratones y hormigas, y se encuentran
en el banco de semillas, pero unicamente en los sitios donde se presentan las inflorescencias de B.
bambusarum (de cualquier sexo). La viabilidad de las semillas no pudo ser determinada por los
métodos convencionales. Aunque después de un gran niamero de experimentos se logré germinar
un reducido niumero de semillas, las condiciones reales para su germinacién son desconocidas, y
pueden estar relacionadas con estimulos quimicos provenientes del hospedero en algin
determinado momento de su desarrollo. La comparacion entre raices no parasitadas y parasitadas
indica que el talo vegetative de B. bambusarum se encuentra cercano al xilema secundario, pero,
ademas, provoca en las raices parasitadas un incremento en la densidad de los haces vasculares y
una reduccién importante de su didmetro. El desarrollo de las estructuras reproductivas de la
parasita (inflorescencias) provoca un alineamiento geotrépico negativo de los radios y un nuevo
cambio en la densidad y el tamaio de los haces vasculares. Estas modificaciones son semejantes a
las observadas en otras parasitas. El nimero de cromosomas es de 10-12, lo cual es parecido a
otras especies de holoparasitas.



ABSTRACT

Holoparasite endophytic plants (without stems and leaves, and conspicuous only when their
flowers emerge out the host's body) have not been studied specifically, and almost all aspects of
their biology are unknown. In this work the biology of Bdallophyton bambusarum Liebm.
(Rafflesiaceae) was studied in the sudeciduous tropical forest at La Mancha Coastal Center of
Research (CICOLMA), Veracruz, México (19° 36' N, 96° 22' W; elevationn < 50 m). Particularly,
a) distribution and host specificity, b) reproductive biology (phenology, characteristics of
reproductive structures, pollination), ¢) some aspects of the population genetics (genetic variability,
genetic similarity among subpopulations, genetic flow), d) dispersion, viability, germination and
seed bank, and e) observations of the endophyte system and citology. Twenty two subpopulations
were found, always associated to roots of Bursera simaruba (L.) Sarg. Reproductive structures
werce regularly produced in areas with female and male inflorescences, and in sites with only of
either one sex. This suggests that the parasite is perennial or it has some clonal mechanism. Soil
condition present on the forest influence the parasite distribution, it appears that in sites where
roots are more superficial, the chance of seeds of reach the roots and that inflorescences might
emerg on the ground increases. Flowering peak is during the dry season (December-February), and
fruits develope from March to April. Apparently, the parasite uses the host's flowering sustances,
because their flowering peak are superposed. On another hand, fruit production is not limited by
resources, the parasite can obtain all that it needs from the host. Male flower number per
inflorescence and male flower size are bigger than female. Flowers produce nectar and pollinators
(Peckia spp. and Perckyamia spp.: Diptera) visit them frequently during the morning. Flies moved
the pollen within subpopulatlons, and neighborhood and effective size values were small,

suggesting that subpopulauons are panmictic. However, pollen movement among subpopulations
was registered, as genetic similarity has showed too. On the another hand, the isozime analysis
indicated that almost each inflorescence is a genotype on the subpopulations studied, showing that
the species is dioecious (it could be monoecious), and a high genetic variability within
subpopulations. Seeds are dispersed by mice and ants, and they are present in the soil seed bank,
but only close to the sites with inflorescences (any sex). Seed viability was not determined. After
different experiments only a low number of seed broke the seed test. Germination conditions are
still unknown, but it could be related to chemical stimuli from the host’s roots in a particular stage
of development. Comparation between parasited and nonparasited roots shows that the endophyte
system of B. bambusarum is near to the secundary xylem, and it produces an increment on the
vessel density and reduction in their diameter. Roots with inflorescences in developing stage show
changes on the vessel density and diameter. In other parasitic species, host’s tissues present similar
characteristics. Chromosomal number was 10-12, similar to other holoparasitic species.



PRESENTACION

La tesis esta compuesta por ocho capitulos. En el Capitulo 1 se mencionan algunas
generalidades del parasitismo por angiospermas, algunos aspectos de la familia Rafflesiaceae y se
presentan los objetivos del trabajo. En el Capitulo 2 se describe el area donde se desarrolls el
trabajo de campo y se mencionan las caracteristicas taxonomicas de la especie de parisita
estudiada y de su hospedero. Del Capitulo 3 al Capitulo 7 estin comprendidos los diferentes
estudios desarrollados para conocer la biologia de Bdallophyton bambusarum, preparados como
manuscritos siguiendo las instrucciones para los contribuidores de diferentes revistas (nombre de
las revistas entre paréntesis). En el Capitulo 3 se estudié la especificidad de la paridsita y algunas
caracteristicas que determinan su presencia (Biotropica, aceptado). EIl Capitulo 4 corresponde al
conocimiento de la biologia reproductiva (fenologia, polinizadores, movimiento de polen)
(Botanical Journal of the Linnean Society, en revision). En el Capitulo 5 se hace referencia a la
genética de poblaciones de la paréasita (American Journal of Botany). La dispersion, viabilidad,
germinaciéon y banco de semillas se apunta en el Capitulo 6 (Revista de Biologia Tropical, en
revisiéon). Aspectos sobre la anatomia, modificaciones en el tejidos del hospedero y el numero
cromosémico de la parasita se presentan en el Capitulo 7 IAWA Journal). Por daltimo, en el
Capitulo 8 se presentan las conclusiones generales. Se incluye una seccién de Apéndices con
algunos datos y figuras que no estan considerados en los capitulos.



CAPITULO 1. INTRODUCCION



GENERALIDADES SOBRE EL. PARASITISMO

Los parasitos son aquellas especies que obtienen sus recursos alimenticios de los
cuerpos vivos de otras especies, estando asociados gran parte o toda la vida con un
individuo, causando reduccién en la sobrevivencia o reproducciéon del hospedero (Price,
1977; Thompson, 1982). Bajo esta definicion se pueden incluir desde insectos herbivoros
(v.gr. depredadores de semillas y minadores) y parasitoides, hasta microbios patégenos y,
abarcar, tanto ecto- como endo-parasitos (Price ¢t al., 1986). También se pueden incluir las
relaciones plantas-hongos (v.gr. royas) y las interacciones de parasitismo entre plantas
vasculares. En las relaciones entre planta-planta, el intercambio de nutrientes se puede
realizar a través de un puente fisioldgico que une a la planta parasita con la planta
hospedera, por medio de una estructura especializada conocida como haustorio (Kuijt,
1969), o puede ser indirectamente a través de un hongo micorrizico (Price et al., 1986).

Las interacciones entre organismos donde la asociacion es de un permanente
contacto fisico, realizaindose un movimiento unilateral o bilateral de sustancias con una
produccion de metabolitos que no son formados por ninguno de los organismos en forma
separada, y donde notablemente se incrementa la amplitud ecolégica y la adecuacion de los
participantes, se llaman simbiosis (Scott, 1969; Barret, 1983; May y Anderson, 1983). En
este tipo de asociaciones se incluyen las relaciones de micorrizas 6 liquenes.

Las plantas parasitas vasculares crecen en todas las latitudes, desde las regiones polares
hasta el ecuador; la mayoria de las comunidades contienen al menos una especie de planta
parasita (Press y Graves, 1989). Se reconocen en Gimnospermae y Angiospermae entre
2,500 y 3,000 especies de 142 6 143-172 géneros y 16-27 familias de plantas que son al
menos parcialmente parasitas (Gomez. 1983a; Press, 1989) (Tabla 1). Dentro de las
angiospermas es una forma de vida no muy comun, aunque es un fendémeno amplio que
ocurre entre plantas no relacionadas (Fineran, 1962). Ademas del nimero de especies
senalado anteriormente, existen mas de 400 especies de angiospermas acloréfilas que son
epiparasitas a través de hongos micorrizicos (Price et al.,, 1986). Las epiparasitas se
encuentran entre las Angiospermas en las familias Burnmaniaceae, Gentianaceae, Liliaceae,
Orchidaceae, Polygalkaceae, Pyrolaceae y Triuridaceae (Furman et al., 1971), y también en
Pteridophyta (Lycopodium, Ophioglossum) y en la hepatica Cmmhallns mirabilis (Harley
y Smith, 1983).

Se reconocen dos tipos de plantas parasitas en angiospermas, aunque realmente la
distincion solo es hecha en los extremos (Stewart y Press, 1990). a) Hemiparasitas, cuando
las plantas poseen tallos, hojas (y a veces raices) y cuentan con clorofila realizando
fotosintesis. por lo que son parcialmente autétrofas (v.gr. Phoradendron y Castilleja) v, b)
Holoparasitas, cuando las plantas carecen de clorofila (¥ a veces de hojas, tallos y raices) y
Unicamente asimilan nutrientes de sus hospederos, por lo que son completamente

heterdtrofas (v.gr. Cuscuta y Ombrophytum) (Stewart y Press, 1991).



Tabla 1. Numero de taxa de parisitas en Gimnospermae y Angiospermae de acuerdo con Gémez (1983a) y
Press (1989). (los datos corresponden al No. de géneros/No. de especies).

Taxon Tipo de Parasita
Hemiparasitas Holoparasitas
Gymnospermas
Podocarpaceae 1/1
Angiospermas
Rosales
Krameriaceae 1715
Santalales
Olacaceae-Opiliaceae 5/22
Myzodendraceae 1710
Santalaceae ’ 30/400 2710
Loranthaceae 35/1000 ?2/3
Eremolepidaceae 3/10
Balanophorales
Balanophoraceae 18/100
Myrtales
Cynomoriaceae 171
Aristolochiales
Rafflesiaceae * 8/60
Mitrastemonaceae 172
Hydnoraceae 8/?
Laurales
Lauraceae 1730
Ericales
Lennoaceae 3/4
Tubiflorales
Convolvulaceae 1/80-100
(Cuscutaceae)
Scrophulariaceae 10/ca.500 6/50-60
Orabonachaceae B/ca.150 2-3/?

Las hemiparasitas pueden ser parasitas de tallos, como los muérdagos ¥iscum

album L.y Phoradendron serotinum (Rafin.) M.C. Johnston (Loranthaceae) de Europa y
Amenca del Norte, respectivamente (Kuijt, 1969), y de raices, como Pedicularis
1963; Press,

L. y Orthocarpus purpurascens Benth. (Scrophulariaceae) (Piehl,

1989). En algunas ocasiones, las parasitas pueden llegar a ser verdaderas plagas y causar
graves daiios y pérdidas en especies de importancia econémica, maderables y/o comestibles

(Press y Graves, 1989).

Las holoparasitas también pueden ser parasitas de tallos y de raices, y pueden ser
exofitas o endodfitas. Por ejemplo, Cuscuta es un género holoparisito exéfito de tallos,
mientras que Pilostyles es un género holoparasito endé6fito de tallos (Kuijt, 1969). Varias
familias contienen algunos representantes holoparasitos exéfitos de raices, como
Scrophulariaceae, Santalaceae; mientras que, otras, son completamente holoparasitas
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endofitas de raices, como Balanophoraceae, Hydnoraceae y Rafflesiaceae (Kuijt, 1969). En
ésta ultima familia. las plantas han alcanzado la forma mas extrema de evolucion,
careciendo de todos los érganos (hojas, tallos y raices) (Press, 1989); estando formadas
unicamente por células parecidas a micelio que conforman el sistema del haustorio y las
flores para la reproduccion (Kuijt, 1969; Walter, 1971).

Existe un gran nimero de estudios sobre las plantas parasitas, aunque la mayoria de
los trabajos se han realizado en especies hemiparasitas exéfitas y algunas holoparasitas
endofitas (v.gr. Malcolm, 1966; Dawson ¢t al., 1990; Calder y Bernhardt, 1983; Piehl,
1963; Fineran, 1962; Mauseth ¢t al., 1984), abarcando un buen numero de familias pero
principalmente Loranthaceae y Viscaceae. Otros grupos como Rafflesiaceae son poco
conocidos (Beaman et al., 1988).

GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA RAFFLESIACEAE

La familia Rafflesiaceae es casi enteramente tropical, siendo la mayoria de las
especies parasitas de las raices de sus plantas hospederas (Kuijt, 1969). Existe una gran
cantidad de trabajos sobre exploracion, taxonomia y biologia de algunas especies de
Rafflesiaceae (Meijer., 1989); sin embargo, la mayoria son descriptivos y anecdéticos, y se
han realizado pocos estudios especificos formales. Por ejemplo, debido a su naturaleza
endofita no se conoce claramente como es la situacién poblacional de las especies parasitas
de raices (estructura, demografia, etc.) y, en muchos casos, s6lo se tienen suposiciones de lo
que debe de ocurrir a nivel poblacional. Por ejemplo, Kuijt (1969) menciona que para
Pilostyles thurberi Gray (Rafflesiaceae) la gran masa de flores que aparece a lo largo de una
limitada proporcion del hospedero se puede considerar como un individuo. Eso podria ser
valido en especies hermafroditas; sin embargo, algunas especies presentan flores
masculinas y flores femeninas, por lo que se considera que ia mayoria de las especies son
dicicas (Kuijt, 1969). Esto hace que la situacion real genet-ramet en las poblaciones
permanezca desconocida.

La polinizacién de las Rafflesiaceae interesé a los primeros observadores que
consideraron a las moscas como los polinizadores por el olor a carrona de las flores (Kuijt,
1969). Beaman y sus colaboradores (1988) observaron que moscas de los géneros Lucila y
Chrysomya (Diptera) son los polinizadores de Rafflesia pricei Meijer. Sin embargo, el
reducido numero de flores encontradas en muchas de las especies no ha permitido comocer
atun mucho de los sistemas reproductivos, y, como se ha anotado, pocos son los trabajos
especificos que se han realizado.

Las semillas de las Rafflesiaceae son extremadamente pequeifias y se desconocen los
mecanismos de dispersion (Kuijt, 1969; Meijer, 1985). Se ha sugerido que las hormigas y
termitas rompen los frutos de algunas especies llevandose las semillas (Kuijt, 1969); que las
ratas acarrean las semillas de Pilostyles (Kummerow, 1962; en Kuijt, 1969), o que las aves
comen los frutos de algunas especies de Pilostyles (Ule, 1915; en Kuijt, 1969). Asimismo,
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no se conoce nada sobre fa germinacion y la manera en la cual el parasito se introduce en el
hospedero (Kuijt, 1969), ni sobre la especificidad de la relacion parasitica; si es que se
precsenta en algun caso. No obstante, Ule (1915, en Kuijt, 1969) sugiere al respecto. que las
semillas vaciadas por las aves pueden germinar en el suelo, formar un micelio y alcanzar un

hospedero apropiado.

En México se presentan varias especies de angiospermas parasitas de las familias
Loranthaceae, Orobanchaceae, Convolvulaceae y Rafflesiaceae. Esta tltima familia esta

representada por cuatro géneros, Apodanthes, Pilostyles, Mitrastemon y A
la fecha, unicamente se ha estudiado la anatomia y citologia de Pilostyles thurberi Gray,

especie que se distribuye en el desierto de Sonora (Rutherford, 1970); por lo que la mayoria
de los aspectos de su biologia y, todos los aspectos del resto de especies de la familia,

permanecen desconocidos.

El género Bdallophytum se distribuye en la costa del Pacifico y del Golfo de
Meéxico. principalmente en bosques secos, y generalmente se le asocia con especies
arboreas del género Bursera (Burseraceae). En la selva mediana subcaducifolia del Centro
de Investigaciones Costeras La Mancha (anteriormente Estacién Biologica La Mancha) se
presentan diversas poblaciones de bambusarum (Liebm.) Harms [=
americanum (R. Br.) Harms; Gomez. 1983b] (Rafflesiaceae), regularmente ubicadas en la
cercania de individuos de Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae). Aunque B. simaruba
se distribuye en toda la selva mediana, las poblaciones de B. bambusarum sélo se presentan
relativamente cercanas en una zona de la selva mediana subcaducifolia, y en forma aislada,
en una pequeiia extension de selva en el sistema de dunas semiméviles de CICOLMA. Por
otro lado. la gran cantidad de inflorescencias de B. bambusarum presentes en algunos
periodos del afio, son visitadas por varias especies de insectos. Los frutos se desarrollan en

gran cantidad y algunos son consumidos por la fauna de la selva.

OBIETIVO

El objetivo general del presente trabajo fue conocer algunos aspectos de la biologia
de la holoparasita endéfita tropical bambusarum (Liebm) Harms
(Rafflesiaceae), particularmente: a) Su distribucién espacial en la selva mediana
subcaducifolia del CICOLMA y los factores abidticos y bidticos que la determinan (como
la especificidad por alguna especie de hospedero) (Capitulo 3); b) Entender la biologia
reproductiva (fenologia, caracteristicas de las estructuras reproductivas, polinizadores,
recompensa, movimiento de polen) (Capitulo 4); c) Conocer algunos aspectos de la
genética de poblaciones (estructura genética, individualidad, vecindad genética y tamaiio
efectivo de la poblacién) (Capitulo 5); d) Estudiar la dispersion, viabilidad, y germinacién
de las semillas (Capitulo 6) y, €) Conocer algunos caracteristicas de la anatomia y citologia

de la especie (Capitulo 7).
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CAPITULO 2. AREA DE ESTUDIO Y ESPECIES ESTUDIADAS



AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizé6 en la parte del bosque tropical deciduo (selva mediana
subcaducifolia) que se encuentra en el Centro de Investigaciones Costeras La Mancha
(CICOLMA) del Instituto de Ecologia, A.C., ubicada en el municipio de Actopan, al centro
del estado de Veracruz, México (anteriormente Estaciéon Bioldgica La Mancha) (Figura 1).
El CICOLMA se localiza en la costa del estado de Veracruz (19° 36' N, 96° 22'W) y presenta
una elevacion que va de menos de 5 m.s.n.m. hasta los 50 m.s.n.m. (Novelo, 1978). El
clima es calido subhumedo (Aw?) con precipitaciéon anual de 1,100-1,500 mm, siendo la
temporada de mayor precipitacion entre junio y septiembre, y un promedio de temperatura
entre 22°-26°C, con un minimo de FO C y un maximo de®°38 C (Novelo, 1978; Moreno-
Casasola, 1982). En la Figura 2 se presenta un climograrma construido con los datos de los
ultimos 10 aiios recabados en la estaciéon meteorclogica ubicada en CICOLMA.

En el CICOLMA se presentan varios tipos de vegetaciéon: selva mediana
subcaducifolia, selva baja caducifolia, matorral de dunas costero y manglar (Moreno-
Casasola et al., 1982; Novelo, 1978; Rico-Gray y Lot, 1983). La selva mediana
subcaducifolia es relativamente simple en estructura y composicion, con especies de arboles
de Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burceraceae), Brosimun alicastrum Sw. (Moraceae).
Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb. (Leguminaosae), Cedrela odorata L.. (Meliaceae),
Ficus cotinifolia H.B.K. (Moraceae), y arbustos como Nectandra coriaceae (Sw.) Griseb.
(Lauraceae) y Coccoloba barbadensis Jacq. (Polygonaceae) (Blain y Kellman, 1991;
Ramirez-Ramirez y Garcia-Guzman, 1990). Las epifitas no son muy diversas pero son
relativamente abundantes en los matorrales de dunas (Garcia-Franco, 1995); por el contrario,
en la selva mediana, no estin muy bien representadas (Garcia-Franco, J.G. obs. pers.). Este
grupo de plantas esta representado por Tillandsia concolor L.B. Smith, T, caput-medusae E.
Morren, T. jonantha Planchon (Bromeliaceae), ia tibicinis Batem., Brassavola
cuculiata (L.) R.Br. y B. nodosa (L.) Lindl. (Orchidaceae); se pueden encontrar

Polypodaceae; asi como Spathyphyllum cochlgarispathum (Liebm.) Engl. (Araceae) que es
una hierba trepadora (J.G. Garcia-Franco, obs. pers.).

El suelo en CICOLMA esta constituido por acumulaciones de arena que conforman
dunas fijas, semimoviles y moéviles. La cercania del mar confiere otras caracteristicas como
aspersion salina provocada por la brisa marina y fenémenos estacionales caracteristicos de
las costas del Golfo de México, tales como inundaciones, mareas altas, ciclones, tormentas y
los nortes (Martinez y Valverde, 1992). Ademas, la topografia cambiante, como resultado
de la movilidad de las dunas, propicia condiciones deshidratantes (baja retencion de
humedad) y escasez de nutrientes en el suelo que se agrava con la rdpida infiltracién de la

materia organica (Torres, 1995).



3\ La Mancha

Veracruz

Figura 1. Localizacién del drea de estudio. Centro de Investigaciones Costeras La Mancha,
CICOLMA. (modificado de Moreno-Casasola. 1982).

La selva mediana subcaducifolia se encuentra establecida en diferentes suclos
arenosos: dunas fosiles que por sus caracteristicas sugieren una edad del glacial tardio, y
dunas recientes, con edad de no mis de pocos siglos (Kellman y Roulet, 1990). Las
caracteristicas eddficas han sido descritas por Kellman (1990). Las particulas del tamaiio de
arena comprenden el 95% del suelo de la duna reciente, pero éstas se reducen a 70-80% en
la duna t6sil donde una formacion considerable de arcilla ha ocurrido. El pH del suclo en la
duna reciente es alkalino (7.8-8.5), pero aproximadamente neutral en la duna fosil (6.9-7.1).
La capacidad de intercambio catidénico varia de 3 a 12 mmol 100 g' en la duna reciente,
dependiendo del contenido de carbono organico; y de 20 a 33 mmol 100 g en la duna fésil
(correlacionado con ¢l contenido de arcilla, r* = 0.05. P < 0.05). EIl nitrégeno total en el
suclo se incrementa a través de la sucesion y estda cercanamente correlacionado con ¢l C
orgdnico (rf = 0.94. P < 0.05). Los cationes intercambiables estin dominados por Ca en la
duna reciente. mientras que en la duna fosil Mg y K son sustancialmente altos. Un analisis
de los elementos totales de Ca, Mg, K, Na ¥y P (M. Kellman, datos no publicados; en
Kellman » Roulet. 1990) indican que los suelos de la duna fosil han experimentado una



pérdida neta de Ca, Mg y P durante el intemperismo, pero no una pérdida netade Ky P
(Kellman y Roulet 1990). Las tasas de infiltracién de agua en el suelo son altas, tanto en la
duna reciente como en la fésil (Kellman y Roulet, 1990). ’
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Figura 2. Climograma del Centro de Investigaciones Costeras La Mancha (datos promedio de siete
afos de registros). -

Las caracteristicas del suelo influyen en la distribucion de las especies de plantas en
el bosque, en los valores de importancia presentados por éstas, y en su crecimiento y
reproduccién (Blain y Kellman, 1991; Kellman y Roulet, 1990; Garcia-Franco y Rico-Gray,
1995; F. Ramirez-Ramirez y G. Garcia-Guzman, datos no publicados). En La Mancha
existe un fuerte contraste entre las especies con mayor densidad (individuos/ha) y mayor
valor de importancia en la selva joven y en la selva vieja. Dentro de las 12 especies de
arboles que presentan una mayor densidad y un mayor valor de importancia en la selva vieja
estan: Nectandra coriacea (densidad 130; valor de importancia 10.5); Bursera simaruba (38;

10



8.3): Licus cotinifolia (3; 7.5); Phylanthus nobilis (L.F.) Muell. Arg. (Euphorbiaceae) (83;
7.4) y Brosimum alicastrum (20; 7.0). Mientras que entre las 11 especies de la selva joven
n1és abundantes y con mayor wvalor de importancia estan: Coccoloba barbadensis (140;
2.4); Eugenia acapulcensis Steudel (Myrtaceae) (163; 11.9); Nectandra coriacea (107; 8.9)
Karwinskia humboldtiana (Roemer & Schultes) Zucc. (Rhammnaceae) (74; 6.7) ¥y
E[Q, simum alicastrum (8; 5.7) (F. Ramirez-Ramirez y G. Garcia-Guzman, datos no
publicados).

UBICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE LA FAMILIA RAFFLESIACEAE

La familia Rafflesiaceae ha sido ubicada taxondmicamente en diferentes o6rdenes y.
aparentemente, no hay un acuerdo en su ubicacién. Lawrence (1989) separa el Orden
Aristolochiales, en el cual incluye Aristolochiaceae, Hydnoraceae y Rafflesiaceae. Gomez
(1983a) en ese mismo Orden incluye Rafflesiaceae, Mitrastemonaceae e Hydnoraceae. En
cambio Heywood (1978) y Cronquist (1981) consideran la existencia del Orden Rafflesiales.
Para Cronquist (1981) la relacion de Rafflesiaceae es disputada y dudosa. Estas plantas
‘tradicionalmente han sido asociadas con las Aristolochiaceae, presumiblemente porque
tienen una vaga similaridad en el perianto; sin embargo, los dos grupos son muy diferentes
en otros aspectos. Las Rafflesiaceae son altamente especializadas y pueden tener una larga
historia de parasitismo y evolucioén en la reducciéon de sus érganos vegetativos, lo cual no se
conoce en las Aristolochiaceae. Las células de aceite etéreo de las Aristolochiaceae y de
otras Magnoliales estan ausentes en las Rafflesiaceae. Miembros sincarpicos de las
Aristolochiaceae tienen placentacion axilar, mientras que en las Rafflesiales la placentaciéon
es parietal o algunas veces apical o altamente modificada (Cronquist, 1981).

El Orden Rafflesiales (sensu Cronquist. 1981) comprende hierbas parasitas carnosas
sin clorofila. muy reducidas vegetativamente y modificadas, a veces con sélo las flores o las
inflorescencias emergiendo del hospedero. Las hojas son muy reducidas y parecidas a
escamas. 0 no estan presentes. Las flores o botones compactos de flores surgiéndo
endégenamente del hospedero o endogenamente de una raiz como rizoma. Las flores van de
pequeiias a muy grandes (de unos centimetros a mas de 70 cm), generalmente carnosas,
comunmente malolientes, entomaofilas (a veces Cantaréfilas), regulares, mono-periantadas,
perfectas o unisexuales, de hipoginas a epiginas, tépalos de 3-5, o algunas veces mas o
menos numerosos (aparentemente por divisiones), a veces conadas hacia la base; androceo
variadamente modificado, nunca o siempre. de tipo ordinario; granos de polen lisos,
variadamente monosulcados, disulacados, triaperturados, o derivados del tipo triaperturados;
ginoceo de 3 o mas carpelos unidos para formar un pistilo compuesto, éste tipicamente
unilocular pero a veces con placentas profundamente entremetidas, algunas veces
irregularmente multiloculadas; évulos muy numerosos andtropos a mas frecuentemente
ortStropo. bitegmico o unitegmico, tenue-unicelular, o escasamente diferenciado de la
placenta, excepto como sacos embrionarios. Frutos frecuentemente carnosos, semillas muy
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numerosas y pequefias, con una testa dura y un pequefio embrién indiferenciado rodeado por
endospermo. algunas veces también con perispermo (Cronquist. 1981).

Por su parte, la Familia Rafflesiaceae comprende plantas carnosas sin clorofila,
endoparasitas de raices y ramas de varios hospederos; s6lo las flores o un corto tallo floral
son exsertas (Figura 2); el cuerpo vegetativo taloide es muy disectado y largamente
filamentoso. pareciendo el micelio de un hongo, penetrando en los tejidos del hospedero y
algunas veces extendiéndose dentro del meristemo apical; los renuevos florales cortos,
carnosos. taniferos, son originados endégenamente de tejidos indiferenciados del parasito
dentro del hospedero y, emergiendo endégenamente del hospedero, terminando en una flor
simple o en una corta espiga carnosa. El renuevo en las formas menos reducidas con un
sistema vascular vestigial; los plastidos de los tubos-tamiz carecen tanto de proteinas como
de almidon. Las hojas son reducidas, parecidas a escamas presentes en el tallo floral o
alrededor dé la base de la flor solitaria, usualmente verticiladas, algunas veces opuestas o
alternas, sin estomas normales. Las flores son algunas veces pequefias (como en Cytinus) y
parcialmente encajadas en el eje carnoso de la inflorescencia, pero mas frecuentemente son
grandes o muy grandes y levantadas individualmente (como en Rafflesia arnoldii R. Br. que
pueden alcanzar hasta 1 m de diametro, Beaman ¢t gl. 1988), son cominmente carnosas,
frecuentemente malolientes y coloreadas brillantemente, unisexuales o raramente perfectas,
mono-periantada. Los sépalos son usualmente 4 6 5, algunas veces sobre 10 y a veces mas.
{recuentemente connados abajo para formar un tubo imbricado o raramente wvalvado.
petaloide o no. Los estambres en flores estaminadas de 5 a numerosos, connados con
filamentos dentro de un tubo-columna, de la cual las anteras originan uno o varios ciclos.
La columna estilar en las especies de flores grandes-expandida sobre las anteras para formar
frecuentemente un disco grande y complejo, con anteras sésiles en las formas menos
modificadas tetrasporangiadas, ditecas, y abriendo por hendiduras longitudinales, pero en
otros monotecas o irregularmente politecas y abriendo por hendiduras transversales o un
poro apical. Granos de polen binucleados, 3 (4) colporados, 6 2-3 porados o inaperturados.
no esculpturados. Flores pistiladas epigineas o semi-epigineas con 4-8 carpelos unidos para
formar uno compuesto, €l ovario es infero o medianamente infero coronado por una fuerte
columna estilar que es distalmente expandida dentro de un disco frecuentemente grande y
complejo. El ovario es variadamente unilocular y con un namero limitado de placentas
parietales. con los 6vulos cubriendo por.completo la pared interna, o con tantas como 8-14
mas o menos profundamente incluidas, algunas veces con placentas parietales ramificadas
que aguantan los oOvulos cubriendo la mayoria de su superficie, o irregularmente
multilocular con los 6vulos cubriendo las superficies de particion. Los o6vulos son muy
numerosos, andtropos a frecuentemente ortdtropos, bitegmicos o unitegmicos tenui-nuclear;
el desurrollo del endospermo nuclear o celular. Los frutos son indehiscentes o
irregularmente dehiscentes, frecuentemente carnosos, algunas veces multiples; las semillas
son muy numerosas (comunmente en miles) y pequefias con testa dura y un embrioén poco



celulado indiferenciado rodeado por endospermo (N = 12 en Cytinaceae) (Cronquist, 1981
Lawrence. 1989; Standley y Steyermark, 1946b).

Figura 2. Algunas especies de la familia Rafflesiacea. 1 Cytinus sanguincus: a) inflorescencias en la
superficie del hospedero (x2/3), b) flor femenina (x2/3), c¢) flor masculina (x2/3). 2 Rafflesia manillana: a)

flor femenina, b) botén floral. 3 Flor masculina de R. patma mostrando la conexién con el tejido del
hospedero. 4 Apodanthus welwitschii: a) rama del hospedero con flores y botones florales, b) corte de la rama
del hospedero con estructuras reproductivas. (Modificado de Heywood, 1990).

Cronquist (1981) considera que la familia esta compuesta por siete géneros y quizas
unas 50 especies, mientras que Lawrence (1989) registra siete géneros y 27 especies. Las
especies de la Familia Rafflesiaceae se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales,
pero aparentemente no son abundantes. Sé6lo unas pocas especies se encuentran en regiones
templadas, como por ejemplo Cytinus hypocistis L., parasita en las raices de las especies de
Cistaceae en la region mediterranca. Rafflesia arnoldii R. Br. de Sumatra es famosa por
tener la flor mas grande del mundo, tanto como 1 m de diimetro. La mayoria de las
especies se encuentran en el viejo mundo, pero Apodanthes se distribuye en Sudamérica y
Pilostyles en México con dos especies, extendiéndose hacia la parte norte del pais y Baja
California. Las plantas no tienen importancia econdmica, pero algunas plantas han reducido
su distribucidn natural por la reduccion de su hidbitat y por la colecta que realiza la gente
local; especies como R. Kerri son apreciadas como curiosidad para adomar las casas y
porque les atribuyen propiedades medicinales (Heywood, 1990; Meijer y Elliot, 1990).
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La Familia Rafflesiaceaec se ha dividido en cuatro tribus de acuerdo a sus
caracteristicas y su distribucion geografica (Heywood, 1990; de Vattimo, 1972):

- Mitrastemoniae: flores bisexuales y solitarias, ovario sapero. Mitrastermmon en el
sureste de Asia y Centro Ameérica.

- Apodantheae: flores unisexuales y solitarias, pequefas, estambres en 2 6 4 anillos en
Ia columna central, ovario infero con 4 placentas o una placenta continua.
Apodanthes. Pilostyles. Berlinianche con distribucion en Ameérica tropical, Africa
tropical e Iran.

- Rafflesiaceae: flores unisexuales y solitarias grandes, estambres en un anillo, ovario
infero con muchas camaras irregulares. Rafflesia, Sapria. Rhizanthes en el sureste
de Asia e India hasta Indonesia.

- Cytineae: flores unisexuales y en racimos, estambres en un anillo, ovario infero con 8-
14 placentas. Cytinus, Bdallophyton para la region Mediterranea, Africa del Sur,
Madagascar y México.

En Meéxico se han registrado las siguientes especies de la Familia Rafflesiaceae:

Apodanthes globosa Watson, A. pringlei Watson, Pilostyles thurberi Gray, P. sessilis Rose.
P. govazensis Ule, P. mexicana (T.S. Brandegee) Rose , Mitrastemon matudai Yam.,
leal_enh.ﬁmm_wnmﬂmmmebm B. americanum (R.Br.) Harms, B. andrieuxii Eichl., B.
oxylepis (Robinson) Harms (Rzedowski y Rzedowski, 1978; MEXU; XAL).

DESCRIPCION DEL GENERO BDALLOPHYTON.

Bdallophyton Eichler in Bot. Zeitung XXX (1872) 709, t 8A (como género de
Balanophoraceae), in DC. Prodr. XVII. (1873) 301 colocado en Cytineae); Solms-Laubach
in E.P. 1 Aufl. 111. 1. (1889) 282 (Scitanthus Lieb. in Forh. Skandin. Naturf 4. M&de 1844
(1847)177; Solms-Laubach in Pflanzereich Heft 5 (1901)17).

Flores hermafroditas o didicas, sin bracteas, en espigas; perigonio supero, cerrado
por los lébulos caulescentes, luego dividido en 5-9 Iobulos irregulares, campanulado, sin
unidén con la base de la columna. Anteras 8-10, casi paralelas, en el extremo de la columna,
con conectivo acuminado-cuspidado u obtuso; polen unicelular. Estigma escuteliforme,
radiado estriado, indistintamente lobado. Placentas simples, planas, 5-14. El nombre
Scytanthus Liebm. no puede usarse. puesto que existe €l nombre mas antiguo Skytanthus
Meyen (Reise 1. (1834) 376) de las Apocinaceas y ambos nombres se consideran como
variantes ortograficas con la misma derivacion piel o cuero, flor. El nombre Bdallophyton se
deriva de ordenar.



El género Bdallophyton se distribuye ampliamente en México, en los estados de
Estado de México. Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Puebla, San l.uis Potosi,
Tamaulipas y Veracruz; preseniandose unicamente en vegetacion tropical, como, selva
mediana subcaducifolia. selva mediana subperennifolia, selva alta perennifolia. vegetacion
secundaria, matorral bajo espinoso, potrero, bosque en cafiada, pero principalmente en selva
baja caducifolia; y asociada en la mayoria de los casos a raices de Bursera (datos derivados
de ejemplares de los herbarios MEXU y XAL).

Figura 3 Estructuras reproductivas de Bdallophvion a) Botones florales, b)
Inflorescencia desarrollada antes de la antesis, ¢) Flor masculina, d) Flor femenina, e) Infrutescencia,

) Cicatrices de floracién en la raiz del hospedero. (dibujo M. Escamilla).



CLAVE PARA LA DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE BDALLOPHYTON PRESENTES EN
MExICcO (tomada de Harms, 1935).

A.- Perigonio glabro por fuera.

Aa.- Conectivo de las anteras alesnado: B. americanum (R. Br.) Harms (Cytinus
americanus R.Br. (1845) Solms-Laubach), en la provincia Huasteca; perigonio
descrito ya como 3-5, ya como 8-9 lobulado.

Ab.- Conectivo romo B. andrieuxii Eichl.
B.- Perigonio escamoso o granuloso por fuera. Frutos concrescentes.

Ba.- Flores hermafroditas. Anteras romas: B. oXylepis (Rob.) Harms (Cytinus
oxvlepis Robinson in Proc. Amer. Acad. XXIX (1894) 321) sobre las raices de
Bursera, en Zacatlan, Jalisco, en lava; frutos unidos entre si y con la base de las
bricteas, formando una masa carnosa como en la piiia; éstos sobresalen del extremo de
las bracteas; flores hermafroditas y femeninas en la misma planta, perigonio 6
lobulado: estigma capitado-radiado, lobulado irregularmente.

Bb.- Flores didicas. Conectivo rostrado B. bambusarum (Liebm.) Harms
en bosques espesos de bambues en Papantla y Paso del Correo, perigonio 7-8
lobulado, anteras 9, placentas 9, ovarios de las plantas femeninas unidos entre si

por la base (Figura 3). Bdallophyton bambusarum se distribuye ampliamente en
Meéxico, en bosques tropicales de las costas del Golfo y el Pacifico y en el centro
del pais.

La taxonomia del genéro no es clara. Como ya se menciond, Harms (1935)
considera que el género cuenta con cuatro especies, todas presentes en México. Meijer
(1993) menciona la existencia de dos especies, ambas con distribucién en Centro America.
Mientras que Gomez (1983b) ha sefialado que el género es monotipico. La especie
estudiada es didica, presenta el perigonio granular, con 8-9 16bulos en las flores masculinas
y 7-8 lobulos en las flores femeninas, anteras 9, placentas 9 y frutos concrescentes. Estas
caracteristicas concuerdan con las mencionadas para Bdallophyton bambusarum por Harms
(1935).

DESCRIPCION TAXONOMICA Y GENERALIDADES DE BURSERA SIMARUBA

Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae) es un arbol generalmente de tamario
mediano a pequefio, aunque puede llegar a alcanzar los 25 m de altura o mas, y algunas
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veces un metro de diametro en el tronco (Figura 4). La corteza externa es escamosa, la
corteza joven de verde a café-verdosa, la corteza vieja de roja a café-rojizo obscuro. Hojas
deciduas, dispuestas en espiral, imparipinnadas de 15 a 30 ecm incluyendo el peciolo.
compuestas de 7 a 13 folidlos opuestos, ovado lanceolados u oblongos, con el margen
entero. apice largamente acuminado. base muy simétrica, truncada o aguda; pecidlo o
pecidlulos oulvinados en la base; las hojas jovenes verde rojizas. La especie es mondica o
dioica (aunque el género puede ser poligamo o hermafrodita), las paniculas masculinas y
femeninas son producidas lateralmente en los brotes nuevos, mas cortas que las hojas,
pedicelos de 3 a 5 mm de largo, flores ligeramente fragantes, actinomérficas de 6 a 7 mm de
diametro; las paniculas masculinas de 18 cm de largo glabras o densamente pubescentes, las
flores de color verde-cremoso o rosado-cremoso con 8 & 10 estambres de 2 a 3 mm de largo;
las paniculas femeninas de 12 cm de largo, hirsutas, estambres 6 de ca. 2 mm de largo,
ovario supero, trilocular con dos 6vulos en cada I6culo, estilo corto y grueso, terminado en
un robusto estigma trilobulado. EIl fruto es capsular trivalvado usualmente tefiido de rojo,
con sélo el exocarpio dehiscente; mesocarpio y endocarpio indehiscentes. con semillas
triangulares de 8 mm. Florece de febrero a agosto y los frutos maduran de mayo a
noviembre (Pennington y Sarukhan, 1968; Standley y Steyermark, 1946a).

L.a madera de B. simaruba es blanca y contiene mucha humedad, lo que impide su
almacenamiento antes de aserrarla; aun asi se utiliza en la fabricaciéon de chapas, triplay y
mangos de herramienta. Desde el punto de su aprovechamiento industrial el género ha sido
estudiado por Chacén (1964), Van der Slooten y Gonzilez (1971) y Echenique-Manrique
(1970, en Silva, 1984). Sin embargo, su principal uso en México es como cerca viva
(Pennington y Sarukhan, 1968; Rzedowski y Khruse, 1979).

Bursera simaruba se distribuye de Honduras hasta México (Standley y Steyermark
1946a). En México se le encuentra en la vertiente del Golfo desde Tamaulipas y San Luis
Potosi hasta Yucatan y Quintana Roo, y en la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta
Chiapas (Pennington y Sarukhidn, 1968). Se presenta como elemento primario o secundario
en selvas altas y medianas, perennifolias, subperennifolias y subcaducifolias; y en selvas
bajas y medianas caducifolias (Pennington y Sarukhan, 1968; Rzedowski, 1978).

No existen en la literatura muchos estudios especificos sobre la anatomia de Bursera
simaruba, sélo se cuenta con un estudio sobre las diferencias anatomicas del xilema y
floema secundario del tallo, que se compard con el de otras especies como caracter
taxondmico (Stevenson, 1979). Sin embargo, se ha estudiado la anatomia de Ia madera de
algunas otras especies del género. Silva (1984) estudié la anatomia del xilema secundario en
tallo ¥y raiz de Bursera morelensis Ramirez y B. glabrifolia (H.B.K.) Engl. Goémez-Vazquez
y Engleman (1983) estudiaron la anatomia de la madera de B. longipes (Rose) Standley y B.
copallifera (Sessé and Moc.) Bullock; posteriormente Gémez-Vazquez y Engleman (1984)
estudiaron la anatomia de la corteza de esas mismas especies. Mientras que Suarez y
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Engleman (1982) estudiaron los canales resiniferos de la corteza de B. copallifera y B.
grandiflora (Schl.) Engl

Figura 4. Esquema de . a) Rama con frutos, b) Flor femenina, c) Flor masculina.
{Tomado de Pennington y Sarukhan, 1968). -
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CAPITULO 3. DISTRIBUTION AND SPECIFICITY IN THE HOLOPARASITE
BDALLOPHYTON BAMBUSARUM LIEBM. (RAFFLESIACEAE) IN A
TROPICAL DECIDUOUS FOREST IN VERACRUZ, MEXICO.
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DISTRIBUTION AND HOST SPECIFICITY IN THE HOLOPARASITE
BDALI.OPHYTON BAMBUSARUM (RAFFLESIACEAE) IN A TROPICAL
DECIDUOUS FOREST IN VERACRUZ, MEXICO

Key words: Distribution. host specificity, holoparasites, Bdallophyton bambusarum,
Bursera simaruba, tropical deciduous forest, Veracruz, Mexico

The distribution of parasitic plants is determined by host specificity, range of the
host or hosts, and environmental conditions affecting the distribution of the parasite itself.
Some parasitic genera or species or ecological races of species, are always found on the
same genus or species of hosts, others are less choosy or they may have developed
ecological races which are associated with different host species or races (M. Meijer com.
pers.). For example, Arceuthobium pendens Hawks. & Wiens (Loranthaceae), has a close
relationship with Pinus cembroides Zucc. (Pinaceae) (Chazaro & Oliva 1988), and depends
on the distribution of the host and on its own environmental limitations. On the other hand,
Struthanthus quercicola (Schlecht. & Cham.) Blume (Loranthaceae) has been associated to
33 host species (Chazaro & Oliva 1988), resulting in a wider distribution. The distribution
and host specificity of many parasitic plants are incompletely known. In holoparasites (e.g.
Rafflesiaceae) no vegetative structures (stems or leaves) are present outside the host; visible
structures are only found when flowers are produced (Kuijt 1969; but see Meijer & Elliott
1990). The species in the genus Bdallophyton Eichler (Rafflesiaceae) are root parasites
distributed in Mexico, Guatemala, and Costa Rica (Gémez 1983, Heywood 1993, Meijer
1993). The taxonomy of the genus is inadequatly known; Meijer (1993) indicates two
species for Central America, Harms (1935) mentiones four species, all present in Mexico,
and Goémez (1983) considers the genus as monotypic. In Mexico Bdallophyton
bambusarum (Liebm.) Harms (= B. americanum (R. Br.) Harms; Gomez 1983) is mainly
distributed in tropical dry forests in Central Mexico and along of the coasts of the Pacific
Ocean and Gulf of Mexico. This species is parasitic on the roots of Burseraceae (Goémez
1983). Based on.herbarium specimens (MEXU, XAL). B. bambusarum is associated in
Mexico to Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae) or to undetermined Bursera sp.
specimens (Garcia-Franco & Rico-Gray unpubl. data). As part of a study of the biology of
Bdallophyton bambusarum. we studied the distribution and host specificity of this species
at Centro de Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA) in Veracruz, Mexico (190
36' N. 960 22' W; elevation << 50 m). The climate of this area is highly seasonal (Rico-Gray
1993) with a short rainy season (June-September). Several vegetation associations are
present: tropical deciduous forest, tropical dry forest, sand dune matorral and mangrove
forest (Moreno-Casasola et al. 1982, Novelo 1978, Rico-Gray & Lot 1983). The tropical
deciduous forest grows on sandy soil of different ages: fossil dunes with a possible Late
Glacial age (‘old selva'), and recent sand with a possible age of less than a few centuries
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Cyoung selva’) (see Kellman 1990, and Kellman and Roulet 1990, for detailed
characteristics).

Biweekly field observations were made between September, 1991 and January,
1994. We visited all vegetation associations searching for reproductive structures of B.
bambusarum (i.¢. buds, and fresh or dry inflorescences and infrutescences). We recorded
all places where groups of inflorescences of the parasite were present, and these clumps
were considered a population. In each population we carefully checked and identified the
roots where the parasite was attached to. Host determinations were based on external root
characteristics (bark color and exfoliation). We excavated in the surroundings of 400
inflorescences (both sexes) selected at random from 10 populations of B. bambusarum. In
order to learn what characteristics could be influencing the presence of the parasite, we
measured the diameter of the parasited roots in two populations. When root divisions were
present, their diameter was also recorded. Soil samples for analyses (pH, carbon, organic
matter, % nitrogen, % clay, % lime, % fine sand, and texture) were taken in five
populations, six samples per site, three in places with the parasite and three in places
without the parasite. The spatial distribution pattern of the host was also obtained.

We found 22 populations of B. bambusarum in CICOLMA. Twenty-one in the area
known as ‘old selva' within deciduous forest (sensu Kellman 1990) and one in a late-
successional sand dune matorral (sensu Moreno gt al. 1982). In all populations of the
parasite we observed inflorescences and fruits year around. Once the inflorescence dies, a
mark is left on the host's root ('floral scar'). We observed 49 groups in 18 populations with
a mixture of male and female inflorescences (sometimes one sex was more abundant)
(Figure 1a). We never found male and female inflorescences in the same root. We also
observed in 15 populations (some populations with both sexes) groups of inflorescences
with only one sex present (19 female groups and 17 male groups). In the latter, the
presence of one sex was constant throughout the study; even in groups with only male
inflorescences. Some inflorescences developed beside floral scars, while others developed
in 'healthy roots'. In all populations, and in 100% of the excavations, B. bambusarum was
found associated to roots of Bursera simaruba (Figure 1b) (roots present the bark color and.
exfoliation pattern characteristic of the adult stems and branches). Parasited roots had a
diameter of 0.55 + 0.26 cm (n= 159, range 0.15-1.5), and scars were found up to a depth of
10 cm (Figure 1b). Bursera simaruba has a density of 10.19 ind/ha in the 'old selva', and
has a random spatial distribution pattern (R= 1.06, K= 0.83, P < 0.01; Clark & Evans 1954).
We did not find significant differences (Mann-Whitney U, P > 0.05) in soil characteristics
between areas with and without B. bambusarum.

The presence of reproductive structures of B. bambusarum only on B. simaruba
roots, indicates that the former species is an obligatory parasite of B. simaruba in the study
area. The continuous development of inflorescences of B. bambusarum in all groups within
the populations surveyed, suggests that the parasite is perennial or that it has some means of
clonal reproduction; particularly, due to the continuous presence of groups of male
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inflorescences. The development of parasitic inflorescences on 'healthy' B. simaruba roots,
could be the result of: (i) Movement of the parasite within the host's roots: (ii) Growth of
infested host's roots; and/or (iii) A new infectious process based on seed germination. The
presence of B. bambusarum populations in certain areas of the tropical deciduous forest
studied is not the result of a clumped spatial distribution pattern by the host, nor to
differences in soil characteristics. It seems that other factors are influencing the distribution
and host preference by the parasite; such as the distribution and phenology of B. simaruba
roots. In the tropical deciduous forest at CICOLMA, nutrient release and infiltration is very
fast during the rainy season (Kavanagh & Kellman 1992), resulting in a vertically
differentiated nutrient distribution (Kellman & Roulet 1990), and a dense growth of fine
roots in the superficial soil layers that will enable plants to capture more water and nutrients
in this period (Kavanagh & Kellman 1992, Kellman 1990). There are more superficial roots
in the ‘old selva' than the 'young selva' (Kellman 1990) (Figura 1C). The root system of
Bursera simaruba resembles the radicular model of Alsonia boonei (Jenik 1978); that is, the
development of a root skeleton system near the soil surface, with short branches penetrating
underground, and a substancial portion of the fine roots developed in the superficial organic
matter. During peak flowering (December-Febrary), pollen flow of B. bambusarum is high,
plants produce great numbers of fruit and seeds (almost all female inflorescences produce
fruits): the latter are dispersed at the onset of the rainy season (Garcia-Franco & Rico-Gray
unpubl. data). It seems that the presence in certain areas of a dense superficial root system
(density and biomass), along with the presence of high seed numbers of the parasite,
increases the possibility of contact between B. bambusarum and the infected and new roots

of B. simaruba.
All Bursera simaruba individuals in the vicinity of Bdallophyton bambusarum

populations are adult trees (seed and seedling predation on many species in this forest is
very high. Garcia-Franco et al. 1991), suggesting that B. bambusarum populations have
been present for a long time associated to particular sites, repeatedly infecting a few B.
simaruba individuals by means of perennation, clonation and/or the recruitment of new
individuals through seed germination. During this study, two relatively close (4 m) B.

simaruba trees died, and the associated B. bambusarum populations disappeared shortly
after. All the above, suggests that the parasite-host relationship between B. bambusarum
and B. simaruba is a obligatory, which seems to be common for many parasitic taxa (see
Chazaro & Oliva 1988), and several genera of Rafflesiaceae (see Kuijt 1969, and Meijer
1993). Finally, future studies in other parts of the distribution of B. bambusarum may

support the suggested host specificity on B. simaruba.
We wish to thank Rodolfo Dirzo and Carlos Vazquez-Yanes for their comments and
suggestions to an earlier version of the manuscrip. We also thank the comments and

suggestions of two anonymous reviewers. Field work was partially supported by
CONACYT grant (No. 903579) to VRG and the Instituto de Ecologia, A.C. (No. 902-16).
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FIGURE LEGEND

! Fighre 1. A. Group with a mixture of male (m) and female (f) inflorescences. and fruits (fr)
! of Bdallophyton bambusarum. B. Female inflorescence and flower buds in different
: stages of development. C. Superficial roots of Bursera simaruba in the ‘old selva'.

26






CAPITULO 4. REPRODUCTIVE BIOLOGY OF THE HOLOPARASITIC

ENDOPHYTE BDALLOPHYTON BAMBUSARUM LIEBM.
(RAFFLESIACEAE).

28



Reproductive biology of the holoparasitic endophyte Bdallophyton bambusarum

(Rafflesiaceae)

José G. Garcia-Franco* and Victor Rico-Gray

Departamento de Ecologia Vegetal, Instituto de Ecologia, A.C, Apartado Postal 63, Xalapa,
Veracruz, 91000 México

*To whom proofs should be sent

Running title: Reproductive biology of Bdallophyton bambusarum

GARCIA-FRANCO, 1.G., RICO-GRAY, V. Reproductive biology of the holoparasitic endophy!e
Bdallophytop nnmhnumm (Rafflesiaceae). The reproductive biology of most species of Rafflesi is
unknown. We studied several aspects of the reproductive biology of Bdallophyton bambusarum Liebm.
(Rafflesiaceae) in a subdeciduous tropical forest. Flowering peak of B. bambusarum occurs during the driest
time of the year. Male flowers are numerosus, larger, and with more nectar than females flowers, but the
nectar from female flowers has a higher sugar concentration. Flies (Peckia spp., Perckiamya spp.; Diptera:
Sarcophagidae) are the pollinators. They make frequent visits, spending more time in the male flowers. The
movement of fluorescent dyes indicates great pollen flow within populations, and pollen flow could also be
occurring between populations. The latter is reflected in the higher genetic variability within and the great
similitude between populations, previously recorded for the species. Secondary characteristics of dioecious
species fit B. hambusarum but not the trade-off of reproductive resource allocation. Parasitic plants damage
the host tree but the mechanism is still unknown.

ADITIONAL KEY WORDS:-sapromyophily - parasitic plants - subdeciduous tropical forest - Bursera
simaruba - Mexico.
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INTRODUCTION

Since the first species of Rafflesiaceae was discovered, carrion flies have been
marked as pollinators of several species (Beaman ¢t al., 1988; Faegri & van der Pijl, 1979;
Gomez, 1983; Kuijt. 1969), labeling the family with sapromyofily syndrome (Faegri & van
der Pijl. 1979). However, their characteristics as holoparasitic endophyte plants, with
ephemeral flowering emerging of the host's bodies, have difficulted their study and few
specific research has been done. Flowering season has been mentioned in Meijer & Elliot
(1990), joining isolated data from Rafflesia kerri Meijer. Beaman et al. (1988), observed
flies of Lucila papuensis Macquart (Calhphorldae) as pollinators of Rafflesia pricei, and
Gomez (1983) indicated that Bdatlophyton americanum (A. Br.) Harms is fly pollinated.
Fly movement has been recorded for flowers of different species of Rafflesia (Beaman et
al.. 1988; Kuijt, 1969; Meijer & Elliot, 1990), but observations of pollen carriers have not
been done, and the main characteristics of the pollination system are still unknown. We
studied the reproductive biology of Bdallophyton bambusarum (Liebm) Harms ( =
americanum (R.Br.) Harms; Gémez, 1983) (Rafflesiaceae) in a tropical forest of Veracruz
Mexico. We report phenology, flower characteristics for both sexes, rewards, polhnators,

and pollen flow within and among populations.

STUDY SITE AND SPECIES
Swudy Site

The study was done in a subdeciduous tropical forest at La Mancha Costal Research

Center (CICOLMA) in a the state of Veracruz, Mexico (19°36'N, 96°22'W, altitude <50 m).
Climate is warm and subhumid with a mean temperature of 22°-26°C (10°C minimum and
38"C maximum) and rainy season between June and September (annual precipitation is
1100-1300 mm) (Moreno-Casasola, 1982). Several types of vegetation are present,
subdeciduous tropical forest, tropical dry forest, sand dune matorral, and mangrove forest
(Moreno-Casasola et al., 1982; Novelo, 1978; Rico-Gray & Lot-Helgueras, 1983).
Subdeciduous tropical forest is established in a sandy soil of different ages, fossil dunes
with a possible Late Glacial age, and recent sand with a possible age of less than a few
centuries (Kellman, 1990; Kellman & Roulet, 1990). The main tree species, are Bursera
simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae), Brosimum alicastrum Sw. (Moraceae), Enterolobijum
cyclocarpum (Jacq.) Griseb. (Leguminosae), Cedrela odorata L. (Meliaceae), Ficus
cotinifolia H.B.K. (Moraceae), and shrub species are Nectandra coriaceae (Sw.) Griseb.
(Lauraceae) and Cog¢coloba barbadensis Jacq. (Polygonaceae) (Blain & Kellman, 1991;
Ramirez-Ramirez & Garcia-Guzman, 1990). Epiphytes are not abundant and are
represented by species as Tillandsia concolor L.B. Smith, I. caput-medusac E. Morren, I.

ionantha Planchon (Bromeliaceae), Brassavola cucullata (L.) R.Br., B. nodosa (L.) Lindl..
ubicinis Batem. (Orchidaceae), some species of Polypodaceae, and the

Schomburgkia
climbing herb Spathyphyllum cochlgarispathum (Liebm.) Engl. (Araceae) (Ramirez-
Ramirez. F.& Garcia-Guzman, J., unpublish. data; Garcia-Franco, J.G., pers. obs.).
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Studied species

bambusarum is a holoparasitic endophyte distributed in central
Mexico and along the Mexican's coasts of the Pacific Ocean and Gulf of Mexico (Garcia-
Franco. 1996). It is distributed in the subdeciduous tropical forest at CICOLMA,
specifically on roots of B. simaruba (Garcia-Franco & Rico-Gray, 1995a). The population
in CICOLMA have a particular distribution influenced by the growth phenology and
architectural model of the roots of B. simaruba (Garcia-Franco & Rico-Gray, 1995a). It is
dioecious with high genetic variability (H = 0.439) within populations; each inflorescence
can be considered as an individual (Garcia-Franco et al., 1996). Fruits produce many seeds,
which are dispersed by Peromyscus mexicanus mexicanus (Rodentia: Muridae: Murinae)
and ants of the genus Atta (Myrmicinae) (Garcia-Franco & Rico-Gray, 1995b). After
several germination tests, viability and germination requeriments are still unknown (Garcia-
Franco & Rico-Gray, 1995b).

METHOD

Between September 1991 and January 1994, every two weeks we counted floral
buds. male and female inflorescences, and infrutescences present in five B. bambusarum
populations. Data were pooled monthly and related to total precipitation and mean
temperature data recorded during the study. In order to document similarities or differences
between male and female reproductive characteristics, in a sample of inflorescences (male »
= 63, female » = 70) we counted flower number and measured corolla diameter of each
flower (male » = 26, female »1 = 40). In another sample of flowers (male »» = 33, female n =
41) we measured the length of staminal and stigmal colummes, and the diameter of the

corolla base.

In order to assess if B. bambusarum was agamospermous we bagged 28 female
inflorescences with a fine mesh to avoid flying visitors, and we applied tanglefoot resin
(The Tanglefoot Company) on the base of the inflorescences to exclude walking insects;
other 28 female inflorescences remained unbagged. During two flowering seasons (1991
and 1993) we collected all species of flower visitors in two populations of B. bambusarum
(one year in each population). We separated pollinators from visitors, the former carried
pollen on their bodies and touched the reproductive structures in both types of flowers.
Insect vouchers were deposited in Departamento de Biosistematica de Insectos, Instituto de
Ecologia. A.C., Xalapa, Ver., Mexico, and Departamento de Entomologia, Universidade
Federal Do Rio de Janeiro. Museu Nacional, RJ., Brasil.

Pollinator behavior was studied in detail during two days (11-12 January, 1993) ina
group of 13 male and 10 female inflorescences within a population of B. bambusarum;
general observations were done throughout the study. We made observations each hour
from 07:00 to 16:00. During 15 minutes we counted the number of insect visitors per
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species. After, during other 15 minutes, we recorded for each pollinator species visting
time and number of flowers visited. We recorded air temperature data each hour with a
Wesler laboratory thermometer (range ~10°C - 110°C). Means of daily air temperature were
not different between them (Chi-square, 7_2 = 0.004. P > 0.05). In order to know if visitors
obtain rewards from flowers, we covered two female and three male inflorescences with a
fine mesh. After 24 h, accumulated liquid was extracted with microcapillary tubes and the
sugar concentration was recorded with a hand refractometer (Bausch & Lomb, range O-

32%). This part of the study was done during two days.

Pollen flow within and among populations was recorded using fluorescent dyes as
pollen mimics in the flowering season of 1994. Different colors of UV fluorescent dyes
(USR Optonix, Inc.) (orange, green and red colors) were applied with a brush on three male
inflorescences located at the center of one population. We also applied two different colors
of dyes (blue and yellow) on two male inflorescences of two different populations. one
located at a distance of 27 m and 30 m the studied population. Dyes were applied early in
the morning and no disturbance was made during the day. The next morning, all
inflorescences (both sexes) were collected individually in numbered paper bags. In the site
of each inflorescence we placed a flag with the same reference number from the paper bag
and we measured the distance between each flag and the three male inflorescences labeled
with the first dyes. We observed carefully each inflorescence collected under a microscope

using a UV light lamp (UVP, Inc. model UVL-21). We considered only the presence of
dyes in the stigmal colummes. In this section of the study we cutted all inflorescences
present in the population and hence it only was done once.

RESULTS

Floral buds of B. bambusarum developed abundantly immediatly after the rainy
season (October-November, Figure la), but some buds are destroyed by moth larvae.
Flowering peak ocurrs at the beginning of the dry season (December-February), although
inflorescences could be present year-round (Figure 1b). Sex ratio was male biased through
the study (m/f, 1.64 + 095, x = S.D., n = 29). Fruit development starts at mid-dry season
(Figure la). Floral bud development is not related to either precipitation or temperature
(Spearman rank correlation, rg = -0.038 and rg = -0.144, P > 0.05, repectively; SigmaStat,
1994). In contrast, male and female inflorescences and infrutescences are inversely related
to precipitation and temperature (male rg = -0.388 and rg = -0.509, female rg = -0.476 and rg
=-0.542, and fruits rg = -0.576 and rg = -0.71, P < 0.05, respectively; SigmaStat,, 1994).

Male inflorescences have 15.81 = 2.28 flowers per inflorescence (n = 63) and
females 12.56 = 1.77 flowers (7 = 70). Mean flower number between sexes is significatly
different (Mann-Whitney, t = 5890, P = <0.0001; SigmaStat,, 1994). Flower size was
different between sexes, male flowers have a larger corolla diameter (x = 2.66 = 0.4 cm, n =
26) than females flowers (x = 2.24 # 0.3 cm, n = 40) (t-test, t = 4.1, df = 64, P = <0.0001;



SigmaStat, 1994). Length of estaminal and stigmal colummes were similar between sexes
(male = 0.50 + 0.08 cm, #n = 33, and female % = 0.48 &: 0.7 cm, n = 41; Mann-Whitney U,
t = 1370. P = 0.1391; SigmaStat, 1994). However, the diameter of the flower base in
females was larger than that of male flowers (% = 0.63 = 0.06 cm, n = 41 and x = 0.58 £
0.04 cm. nn = 33, respectively; Mann-Whitney U, t = 885, P = <0.0001; SigmaStat, 1994).

Covered female inflorescences produced no fruits in the agamospermy test. All
uncovered inflorescences developed fruits indicating female flowers need vectors to effect
fecundation. On other hand, we observed that all flowers of most female inflorescences
produce fruits. only inflorescences damaged by moths larve and those with abnormal
develoment because they grow underground or covered with branches and litter, did not

produce fruits.

Female and male flowers of B. bambusarum are visited by many taxa of insects
(Table 1). Most of them are occasional or opportunistic visitors like ants (Rico-Gray, 1993)
and butterflies. Only flies of genera Perckiamya and Peckia were observed carrying pollen
and touching the stigmatic columme (Figure 2). Individuals of Camponotus planatus Roger
and C. sericeiventris (Guerin) were observed visiting flowers of B. bambusarum (Rico-
Gray. 1993). We also observed C. sereceiventris individuals carring pollen on their thorax,
but they were not considered pollinators because ants produce substances that reduce pollen
viability, thus pollen movement will be limited between flowers (Beattie ¢t al.. 1984, 1985).

Peckia spp. and Perckiamya spp. flies visit the flowers of B. bambusarum all day
(Figure 3), carring pollen on their heads and thorax. Individuals of Perckiamya spp. carry
more pollen than individuals of Peckia spp.; after visiting flowers the latter fly to some
sunny place (soil or litter), and clean most pollen off their bodies. Perckiamya individuals
made more visits to flowers of B. bambusarum. 89 in the first day and 36 the second one,
than individuals of Peckia (21 and 16 visits per day, respectively) (Figure 3). The
proponlon of visits per sex were similar, females were fly visted 8.8%6 and 18.92%% (7(_ c=
3.0. df = i, P> 0.05; ‘Yates correction; Zar, 1984), and males were visited 91.20% and
81.08% (x « = 0.48, df = 1, P > 0.05; Zar, 1984). While the proportion of visits between
sexes were different, male flowers were more visited by Perckiamya spp. (x’c = 66.26, df =
1, P < 0.001: Zar, 1984) and Peckia spp. (x°c = 37.41, df = 1, P < 0.001; Zar 1984) than
females flowers (Figure 3).

On the other hand, mean foraging time by Peckia spp. in each male flower was 25.8
= 27.74 s (n = 37). while in female flowers it was 14.3 = 13.2 s (n = 20) (Mann-Whitney U,
1=427. P = 0.0108; SigmaStat, 1994). Perckyamia spp. spent 39.15 s (= 33.63, n = 44) on
each male flower, and 11.7 s (= 12.13, » = 13) on females (Mann-Whitney U, t = 196, P =
0.0001; SigmaStat, 1994). Perckiamya spp. remained more time on the male flowers than
Peckia spp. (Mann-Whitney U, t = 1300, P = 0.0406; SigmaStat, 1994). However, both

flies spent the same time per visit for female flowers (Mann-Whitney U, t = 186, P =



0.2037: SigmaStat, 1994). Other visitors, like the butterfly Adelpha sp. spent 3-5 min
foraging one flower, and used over 20 minutes to visit one inflorescence (4-6 flowers).
Some visitors, as Peckia spp., Perckiamya spp.. and Camponotus spp., were observed in
female and male flowers of B. bambusarum year-around, while Hamadrvas sp. only were
observed during peak flowering.

Flowers of B. bambusarum produce little nectar (less than 3 ul). Nectar production
was not recorded in detail; we only made observations on sugar concentration. The
position of flowers on the inflorescences and the diameter of the corolla (Meijer, 1993) do
not allow nectar acumulation. Our data indicate that nectar of female flowers has higher
sugar concentration than that of male flowers (x = 29.00+ 2.93, 7= 8 and x = 25.75 = 3.10,
n = 12; respectively; t-test, t = 2,36, df = 18, P = 0.0299; SigmaStat, 1994).

The population used for the fluorescent dyes study was clumped (Index of
clumpling T-Square, C = 0.89, z = 11.93, P < 0.01; Indices of dispersion of Johnson and
Zimmer, Y = 3.55,z= 7.16, P > 0.05; Ludwing & Reynolds, 1988). Fluorescent dyes were
moved amply within the population; practically all inflorescences (female and male)
showed at last one color of dye, and several female flowers presented more than one color
(those near the three males marked with the dyes). Mean distances of carrier between
colors were not different (Kruskal-Wallis one way analysis of varianca on ranks. H = 2.53,
df = 2. P = 0.2822; SigmaStat, 1994). Dyes have a leptokurtic distribution (kurtosis > 0,
SigmaStat. 1994), reaching principally 0.6 to 1.6 m, and more than 4 m (Figure 4). Wc¢
observed Peckia individuals fly between inflorescences as far as 6 m after flower visits. In
some inflorescences we found fluorescent dyes colors from the two other populations.
Apparently flies can easily travel among populations of B. bambusarum, reaching
conspecific stigmas.

DISCUSSION

In the subdeciduous tropical forest at CICOLMA flowering peak of B. bambusarum
is during the dry season. Flowering of Rafflesia kerri W. Meijer (Rafflesiaceae) also occurs
in the driest time of year in Southern Thailand, though flowering may extend through the
year (Mecijer & Elliot, 1990). Parasitic plants have a closer physiological interaction with
their hosts, obtaining water and nutrients and using the host's regulatory substances of
different process that are conducted through the xylem (Bernier ¢t al., 1981; Kuijt, 1969;
Stewart & Press, 1990), as for flowering. Fratianne (1965) observed the relationship
between tlowering of Cuscuta campestris Yucker and the flowering of its host. In
CICOLMA.. Bursera simaruba produces flowers and fruits from December to April (Ortiz,
1994), superposing their reproduction with B. bambusarum. We hypothesized that B.
bambusarum could be using as flowering cue the flowering substances that induce
flowering in B. simaruba.
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There are many inflorescences of B. bambusarum during peak flowering, we found
more than 84 inflorescences (both sexes) in 9 m?. Flowers of B. bambusarum have a yeasty
smell. increasing when many inflorescences within a population are present at the same
time. Generally carrion flowers do not offer rewards to visitors (Faegri & van der Pijl,
1979). Beaman ¢t al. (1988) found that visual and olfactory cues are important in attracting
flies to flowers of Rafflesia pricei W. Meijer, and they considered that the functional
significance of a big flower size in Rafflesia (ca. 70 cm) is to compensate a multiflowered
inflorescence for attracting flies. Odor and reproductive characteristics of the flowering
peak of B. bambusarum (high number of inflorescences in each population, flower size,
flower number/inflorescences, male biased, nectar quantity and quality) present during the
season when less resources are in the forest (dry season), could be a sufficient stimulus to
attract flies. However, flies are present year-around in the forest and visit isolated female
and male inflorescences, suggesting that B. bambusarum is consistently attractive to visitors
despite the number of inflorescences.

Flies of Peckia spp. and Perckiamya spp. can visit many flowers of different
populations of B. bambusarum in 24 h, and some female flowers could be receiving pollen
of different male flowers. Life time of the flowers of B. bambusarum is about five days
(Garcia-Franco, J.G., pers. obs.), as in Rafflesia flowers (Beaman et al., 1988; Endress,
1994). During this time flies of Peckya and Perckyamia will fly between populations
visiting many male flowers and doing pollen deposition in many different female flowers.
This is reflected in the great genetic variability within and among populations found by
Garcia-Franco and co-workers (1996). Calliphorid flies, visitors of flowers of Rafflesia
pricei (Beaman et al., 1988), may fly distances over 20 km in a few days and live over 3
months (Endress, 1994). Life time and flight capacity of Peckia spp. and Perckiamya spp.
are still unknown. Our data of dye movement among populations suggests that flies
frecuently carry pollen between populations of B. bambusarum, reducing genctic
divergence among populations and increasing the neighborhood area and the population
effective size (Garcia-Franco ¢t al., 1996).

Some of the secondary sex characteristics of Bdallophyton bambusarum agree with
the general reproductive characters of dicecious plant species; sex ratio is male biased and
inflorescence numbers are greater in males than in females (Geber, 1995; Lloyd & Webb,
1977: Willson, 1983). These characteristics are generally assocciated with higher pollinator
visiting ratio, let out a great pollen movement and having successful pollinations (Bell,
1985). However, nectar and larger female flowers of Bdallophyton bambusarum with more
sugar concentration allows visitation even when isolated.

Plants usually reproduce when more resources are available; but, depending on
avaijlability, plant longevity (annual, perennial), life-form (tree, shrub, herb), age, and sex,
they: can face a trade-off among allocating energy to the two other essential activitiies,
maintenance and growth, and maximizing individual fitness (Willson, 1983). If resources
are scarce, reproduction can be limited due to the high energy requirements needed to
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produce flowers and develop fruits. In contrast, we suggest that in holoparasitic endophyte
plants this trade-off, to allocate resources to vegetative structures or maximize reproduction
is not present. Small holoparasitic endophytes, like B. bambusarum that parasite a small
number of roots in the upper layer of the soil, with no vegetative structures and only the
need to develop inflorescences (male and female) and fruits, may not be resource limited.
because all the resources needed for reproduction are obtained from their hosts.
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Table 1. Filoral visitors of

bambusarum (Rafflesiaceae) in the

deciduous tropical forest at CICOLMA, Veracruz, Mexico. (* pollinators)

Diptcra

Himenoptera

Sarcophagidae

Bezzisca sp.

Helicobia stellata (Wulp)
Oxysarcodexia amorosa (Shiner)
Oxysarcodexia conclausa (Walker)
E:ckm gullo (Fabricus)*

Peckia chrysostoma (Wiedemann)*
Perckiamya calx (Hall)*
Perckiamya sp.*

Raviniini sp.
Sp. 1

Drosophilidae

Formicidae

Drosophila sp.

Formicinae

Camponotus planatus Roger
Camponotus sereceiventris (Guerin)
Ponerinae
Baghxmndxl.a villosa
Apocrita
Tenthredinidae
Wasp 1
Apoidea
Apis sp.
Lepidoptera
Nymphalidae
Adelpha sp.
Hamadryas sp.
Siproeta stelenes biplagiata Fruhst.
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Figure Legends

Figure 1. Phenology of Bdallophyton bambusarum (Rafflesiaceae) in the subdeciduous
tropical forest at CICOLMA, Ver. Mexico. a) Floral buds. b) Male inflorescences.
c¢) Female inflorescences. d) Fruit development. Precipitation (line) during the
study is indicated in all graphs.

Figure 2. A Peckia sp. (Sarcophagidac) fly on a female inflorescence of Bdallophyton
bambusarum (Rafflesiaceae) in CICOLMA.

Figure 3. Fly visits to female (solid bars) and male (hatched bars) flowers of Bdallophyton
bambusarum at CICOLMA. a) Frequency of visit of Peckia spp. b) Frequency of
visit of Perckiamya spp. Air temperature of the study days (line) are. indicated in
both graphs.

Figura 4. Frequency-distance relationships of fluorescence dyes in the flowers of

bambusarum (Rafflesiaceae) in the subdeciduous forest at
CICOLMA.
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CAPITULO 5. POPULATION GENETICS OF THE TROPICAL HOLOPARASITIC
ENDOPHYTE BDALLOPHYTON BAMBUSARUM LIEBM.
(RAFFLESIACEAE)
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ABSTRACT

Life form and vegetative characteristics of holoparasitic plants have limited their
knowledge. and nothing about their population biology has been studied. We studied
several aspects of the population genetics of Bdallophyton bambusarum (Rafflesiaceae) on
ten populations located in the subdeciduous tropical forest at .a Mancha Coastal Research
Center (CICOLMA). We determined genetic individuality between inflorescences in one
population. Isozyme data of floral buds obtained with cellulose acetate electrophoresis
indicates that the population of B. bambusarum bhas high genetic ~variability
(H=0.434+0.049). Inflorescences of B. bambusarum grow clumped, but UPGMA analysis
showed that almost each inflorescence is an individual. The ten populations studied were
genetically similar (genetic identity 0.941+0.051, and genetic distance 0.063+0.057), and
F, values (0.06+0.137) suggest that genetic variation within populations is small. Although
populations are separated by several meters, pollinators move pollen efficiently among
populations (up to 27-30 m). Neighborhood was estimated by two methods (12.80 ind. -
13.37 ind./m?), and these are very close to neighborhood values of dioecious species.
Effective population size also was obtained by two methods, and the results were similar
(124.84-153.49 individuals), and suggest that genetic drift is not an important evolutionary

force in the population.
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Ecological aspects of the biology of parasitic plants have advanced dramatically in
recent years (Kelly, 1994; Overton, 1994; Garcia-Franco and Rico-Gray, in press). In
contrast, the study of their evolutionary biology is very poorly understood. This is specially
true for the holoparasitic endophyte plants, because they do not have vegetative structures
outside the host (i.e. stems, branches, leaves), and they are conspicuous only when their
sexual reproductive structures emerge from the host's stems or roots, or by the tuber and
rhizome-like structures on the host's roots (Kuijt, 1969). The Rafflesiaceae family has the
most extreme form of parasitism (Press, 1989), with the endophytic system close to the
host’s cambium (Kuijt, 1969; Rutherford, 1970; Garcia-Franco, Terrazas and Rico-Gray,
submitted). Rafflesiaceae species are mainly dioecious or monoecious; though
hermaphroditic flowers are present in the genus Mitrastema and in some cases in the
Subfamily Rafflesioideae (Kuijt, 1969; Meijer, 1993). Some species, like Rafflesia pricei
Meijer and R. kerri Meijer display large solitary flowers (Beaman, Decker, and Beaman,
1988; Meijer and Elliot, 1990), and each flower could be considered an individual.
However, in most species it is not even possible to say if there is more than one genotype in
a given host; e.g., Pylostiles thurberi Gray and Bdallophyton bambusarum (Liebm.) Harms
have groups of reproductive structures (flowers or inflorescences) clumped in a section of
the host (Rutherford, 1970; Garcia-Franco and Rico-Gray, in press). Kuijt (1969) assumes
that in Pylostiles thurberi, a great mass of flowers appearing along a limited portion of the
host, represents an individual. However, this has not been proved. In this paper we present
some basic aspects of the biology of Bdallophyton bambusarum. We used isozymes to
analyse if the plant is dioecious or monoecious (the inflorescence have flowers of one
gender), the number of genotypes and degree of clonality of the population, the level of
genetic variation in the population, and among subpopulations and their genetic
differentiation. These data was also used to estimate the effective population number and
the migration rate and are contrasted with direct estimates of gene flow and effective
population size derived from observation of the fluorescent dyes movements (used as pollen
analogs), neighborhood effective size, and the number of male and female plants.

MATERIALS AND METHODS

Study species -- Bdallophyton bambusarum (Fig. 1) is distributed in central Mexico
and along the Mexican coasts of the Pacific Ocean and Gulf of Mexico (Garcia-Franco and
Rico-Gray, in press). There are 22 subpopulations in a tropical subdeciuous forest at La
Mancha Coastal Research Station (CICOLMA) in the state of Veracruz, Mexico, along a
perpendicular line from the sea, always associated to roots of Bursera simaruba (L.) Sarg.
(Burseraceae) (Garcia-Franco and Rico-Gray, in press). In CICOLMA, wees of B.
simaruba have a density of 10.19 ind/ha, and are randomly distributed: B. bambusarum
subpopulations do not have a clumped distribution (Garcia-Franco and Rico-Gray, in
press). Flowering peak occurs at the begining of the dry season (December-February),
Peckya spp. and PercKiamya spp. (Diptera: Sarcophagidae) are the main pollinators
(Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted a). Flies are abundant in the forest and they are
excellent pollen vectors within and among subpopulations. Direct observations showed
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that after visiting a flower, individuals of Peckia sp. can fly up to 6 m within a
subpopulation. and fluorescent dye experiments indicated their movement between
subpopulations as far as 27 to 30 m (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted a). Fruit set
is high in all subpopulations, and seeds are dispersed by mice (Peromyscus mexicanus
mexicanus, Rodentia: Muridae: Murinae), and ants (Atta sp., Myrmicinae) at the beginning
of the rainy season (May-June) (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted b). Each fruit
has many small seeds, after several experiments viability and germination characteristics
are still unknown. but seeds are present in the soil seed bank within a population (Garcia-
Franco and Rico-Gray, submitted b). During four reproductive seasons (1991-1994)
fernale and male inflorescences were found in the same sites within a subpopulation,
growing beside floral scars, suggesting that subpopulation maintenance is through perennial
or clonal mechanisms (Garcia-Franco and Rico-Gray, in press).

site_—- The study was done in a tropical subdeciduous forest at CICLOMA
(19°36'N, 96°22'W, elevation <50 m) (Fig. 2). Climate is warm and subhumid, with a rainy
season ocurring between June and September. Total annual precipitation is 1,100-1,300
mm, and mean annual temperature is 22-26 °C (minimum 10 °C - maximum 38 °C)
(Moreno-Casasola, 1982). Several types of vegetation are present in different sandy soils,
including tropical subdeciduous forest, tropical dry forest, sand dune matorral, and
mangrove forest (Novelo, 1978; Moreno-Casasola et al., 1982; Rico-Gray and Lot-
Helgueras, 1983; detailed soil description in Kellman, 1990). The tropical subdeciduous
forest has a relatively simple structure and composition, with tree species such as Bursera
simaruba, Brosimun alicastrum Sw. (Moraceae), Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb.
(Leguminaosae), Cedrela odorata L. (Meliaceae), Ficus cotinifolia H.B.K. (Moraceae), and
shrub species such as Nectandra coriageae (Sw.) Griseb. (Lauraceae), and Coccoloba
barbadensis Jacq. (Polygonaceae) (Ramirez and Garcia, 1990; Blain and Kellman, 1991).

Material collected -- We studied ten subpopulations of B. bambusarum (Fig. 3),
nine separated 26-45 m between each other (subpopulations 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 10),
and one more (subpopulation 9) ca. 200 m from the nearest population (subpopulation 8)
(Fig. 3). We collected early floral buds of both sexes in each population. Buds were
collected from (i) inflorescences on the same root section separeted 3-5 cm (joined
inflorescences), (ii) inflorescences localized in the same root section but separated 10-30
cm (neared inflorescences). and (iii) inflorescences on different root sections (separated
inflorescences). Inflorescence number, sex, and their localization with respect to others,
were different in each subpopulation; it depended on floral bud number present at collecting
time. Upon collecting floral buds, we were sure that each genotype was from each
inflorescence (without alien pollen). Floral buds were placed individually in Eppendorf
tubes, labeled and immersed in liquid nitrogen (-196 °C). Al inflorescences sampled were
labeled in the field, we measured distances between them, and a distribution map was
prepared. We are only presenting as an example, the map of subpopulation 3 (Fig. 4). In
the laboratory, the Eppendorf tubes were refrigerated at -70 °C. Some samples were lost

during these activities.
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Electrophoretic procedures -~ With very few changes we followed the methodology
for allozyme analysis using cellulose acetate electrophoresis proposed by Hebert and

Beaton (1993). This system is sensitive and provides equal resolution to other
electrophoretic systems (Hebert and Beaton, 1993). The method has some advantages with
respect to other electrophoretic analyses (starch or acrylamide gels); small samples and a
few extracts are used (2 gr and 14 ul, respectively), and the time for running and staining
gels is short (Wynne, Losdale and Brookes, 1992; Hebert and Beaton, 1993).

Extracts were obtained after mashing the staminal or stigmal columnes of the buds
with five drops of buffer BMP. BMP is: Tris Glycine (TG) (pH 8.9 at 18 °C), B-
mercaptoethano! (one drop/1 ml of TG), and a few grains of polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP). Extracts were placed in refrigeration (-70 °C) in labeled Eppendorf tubes until
running gels. Most genera of parasitic tissues are rich in tannins (Meijer, 1983). We used
only staminal and stigmal column because the gels were stained strongly when we included
the petals and floral bracts. We used the Super Z-12 applicator kit (Helena Laboratory,
Inc.) to place the samples on Titan® 111 cellulose acetate plates (76x76 mm). Gel running
was carried out at room temperature in a electrophoresis tank (Helena Laboratory, Inc.)
with TG buffer (pH 8.57) at 200 volts for 17 min. Cellulose acetate plates were immersed
on the same TG buffer used for gel running at least 20 min before it was used (Hebert and
Beaton. 1993). We analysed 14 enzymes of TG buffer system following the staining
protocol described by Hebert and Beaton (1993): Alcohol Dehydrogenase (ADH; EC
1.1.1.1), Aldehyde Oxidase (AO; EC 1.2.3.1), Adenylate Kinase (AK; EC 2.7.4.3),
Arginine Kinase (ARK; EC 2.7.3.3), Alfa-Amylase (AMY; EC 3.2.1.1.), Hexikinase (HEX;
EC 2.7.1.1), Isocitrate Dehydrogenase (IDH; EC 1.1.1.42), Lactate Dehydrogenase (LDH;
EC 1.1.1.27), Malate Dehydrogenase (MDH; EC 1.1.137), Malate Dehydrogenase NADP*
(ME; EC 1.1.1.40), Peptidase (PEP; EC 3.4.11 or 3.4.13). Phosphogluconate
Dehydrogenase (6PGDH; EC 1.1.1.44), Superoxide Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), and
Xanthine Dehydrogenase (XDH; EC 1.1.1.204). Cellulose acetate plates with stain
mixtures were placed in a dark room, after 18 min they were washed and immersed in water
until reading. Finally, cellulose acetate plates were dried-in a laboratory oven (60-70 °C)
and stored in containers.

Genetjc variation estimates -- Genotypes were estimated directly from gels the
same day they were obtained. A UPGMA for genetic individuality of the inflorescences
was obtained for each subpopulation using the genotypes data on the MULTIVAR program
by Sanchez-Coldén and Ornelas de Anda (1990). Using the BIOSYS-1 computer program
(Swofford and Selander, 1981), we obtained allelic frequences, mean of expected
heterozygosity for loci and population (Nei, 1978: Hedrick, 1983); genectic identity and
genetic distance among populations (Nei, 1978); a UPGMA using genctic distances was
constructed (Nei, 1978); fixation indices and Wright's F statistics (1922, 1951). Differences
in allelic frequencies were evaluated with a chi-square test (Workman y Niswander, 1970).

49



Deviations from Hardy-Weinberg expectations were described using fixation indices and
their significance was evaluated by a chi-square test following the method of Li and Horvitz
(1953). Significance of F;, and F;, was evaluated with a chi-square test as proposed by Li
and Horvitz (1953). and of the F;, with a chi-square as described by Workman and
Niswander (1979).

Effective population number and migration rate.- Gene flow could introduce or

maintain genetic variation within subpopulations, change the neighborhood area and the
effective population number (Hamrick, 1987; Slatkin, 1995). There are different methods
to estimate gene flow within and among subpopulations (Slatkin and Barton, 1989;
Ellstrand, 1992; Slatkin. 1995). Direct methods allow the assessment of gene floww using
life history stage and ecological conditions when the dispersion occur, while indirect
methods include the effects of all kinds of dispersal and the variation in gene flow through
time (Slatkin, 1995). When both methods are applied at the same species. it is possible to
know if the species is at equilibrium under current levels of gene flow (Slatkin, 1995).

We made two estimations of neighborhood area (Wright 1943a, b, 1946).
Neighborhood area is an area from which parents of central individuals may be treated as if
drawn at random (Crawford, 1984). a) Direct.- From dispersal distances of fluorescent
dyes obtained by Garcia-Franco and Rico-Gray (submitted a), we obtained the axial
variance of pollen (V;). We also corrected for deviations from normality by kurtosis
parameter (K,;), and their significance was tested (Crawford, 1984; Eguiarte, 1990; Eguiarte
et al., 1993). From K, we estimated an area correction factor (AF), which is equal to 4, if
the distribution is normal (Eguiarte ¢t al., 1993). Neighborhood area (A) was estimated for
each fluorescent color dye as A=3.1416*AF*(V)/2 (Crawford, 1984). Total neighborhood
area is the sum of neighborhood areas from pollen, seed dispersion and secondary seed
dispersion (Beattie and Culver, 1979; Eguiarte et al., 1993). We only considered the pollen
dispersion in female inflorescences, because the inflorescence of B. bambusarum have
flowers of only one gender (gene flow by pollen movement is from male to female
flowers), and sced dispersion is unknown. Here the neighborhood area (A) is the mean of
the neighborhood areas obtained from the fluorescent dyes. b) Indirect.- The second
estimation of neighborhood was obtained converting the Nm value in neighborhood (Ny,)
using N;,=2*3.1416*Nm (Slatkin and Barton, 1989). The Nm value was obtained using
mean Fg's (Table 5) through: F,=1/(4aN,+1); where a=(n/n-1)2 and n=number of
subpopulations (Crow and Aoki, 1984).

Effective population size was also estimated with two methods. The effective
population size is the number of individuals in an idealized population that would show the
same amount of genetic change under random genectic drift as the population under
consideration (Crawford, 1984; Eguiarte et al., 1993). a) We multiplied the neighborhood
area (A) from each fluorescent dye, by the density of reproductive individuals,
N.=A=*density (Eguiarte et al., 1993). The mean of the N, value from fluorescent dyes was
considered total N.. Density was obtained by counting all inflorescences present (male and
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female) in a 9 m? plot (9.33 inflorescences/m?) (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted
a). b) For the second method we used the effective population size formula by Crawford
(1984) for dioecious species, and sex ratio different to 1:1; N =[(4NmMN{f)/(Nm+Nf)]+V4.
where Nm and Nf are the reproductive number of male and female individuals,
respectively. We calculated also this value for two reproductive seasons using the data
obtained by Garcia-Franco and Rico-Gray (submitted a) in some of the subpopulations.

RESULTS

is indivi i iatj -- We obtained good activity for seven
different enzymes, all of them were polymorphic for at Jeast two loci, however, when the
third loci was present it was mostly unclear; for this reason we did not include it in the
analysis (Appendix 1). The number of genotypes was very high; we found 185 genotypes
on all subpopulations. Almost each inflorescence was registred as an individual. Only on
subpopulations 3 (Fig. 5), 4 and 7 had a pair of joined inflorescences (4) with the same
genotype (two in the first one, and one in each of the others). It is necessary to note that all
inflorescence pairs, similar genetically, were the same sex. On the other hand, male and
female inflorescences did not have differences in genetic markers. The UPGMA analysis
shows great variability in the relationship between inflorescences. Joined and neared
inflorescences could have high similarity (1 vs. 3, and 5 vs. 6 inflorescences; Figs. 4 and 5),
but also joined inflorescences could be within different clusters (17, 18 and 19
inflorescences; Figs. 4 and 5). On the other hand, nonrelated inflorescences (neared and
separated inflorescences) presented high similarity (see 7 vs. 17 and 9 vs. 16 inflorescences;
Figs. 4 and 5). Inflorescences of the same sex had great genetic similarity, as
inflorescences of different sex (11 vs. 12, and 7 vs. 17 inflorescences, respectively; Fig. 4
and 5). This evidence indicates that B. bambusarum is a dioecious plant, and in most cases
one genetic individual only produces one infloresecence per year.

Genetic variation -- We found a mean of two alleles per loci (range 1.93-2). Chi-
square heterogeneity in allelic frequencies test (Workman and Niswander, 1970) suggests
differences among subpopulations in all loci. Mean of expected heterozygosity (H)
(Hedrick. 1983) in each population was high (range 0.337-0.481) (Table 1), and different
between subpopulations (Kruskal-Wallis, H=26.41, p<0.001; Sokal and Rholf, 1995).
Mean of the expected heterozygosity for population of B. bambusarum was 0.434:+0.049
(£SD) (see Appendix 1).

Genetic identities were high among populations (mean 0.941+0.051, range 0.749-
1.000), while genetic distances were low (mean 0.063+0.057, range 0.000-0.289), and some
populations seem to be equal (e.g.. population 1 vs. 6,1 vs. 7, 6 vs. 7 and vs. 10). Despite
the great simalirity between populations, it is notable that population 9, spatially far from
others (Fig. 3). is the most different population (Fig. 6). In most populations (80%6) fixation
indices were different from zero, at least in one allele (positively or negatively) (Table 2).
Two populations (2 and 10) did not have any significant differences on fixation indices,
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suggesting no differences from Hardy-Weinberg. In most populations SOD-2 and ME-2
alleles were negative (90%) (Table 2). Mean of fixation indices on five populations were
negative, while positive in the other five populations.

In seven loci the F; values were negative (six of them significantly), the other seven
values were positive (but only one was significant) (Table 3). These results agree with the
fixation indices F, and show that some populations had less homocigosity than expected
with a selection for heterozygosity, while others had high levels of homozygosity. All F,
values were significantly different from zero (Table 3). This suggests genetic differences
among populations, although the mean of F,, indicates that this difference is low; in other
words, 9.7% of variation is between populations, and 90.3% of the variation is within
populations (Hartl, 1980).

Neighborhood and effective population size -- Fluorescent dyes were moved from a
few centimetres to several metres by the pollinators of B. bambusarum (Table 4). Mean
distances between dyes were not different (Table 4; Garcia-Franco and Rico-Gray,
submitted a). Neighborhood area using fluorescent dye data was 13.43 m? (Table 4), and
indirect estimate of neighborhood using F,, and Nm was 12.80 individuals (N,) (Table 3).
Effective population size from fluorescent dyes was 124.840 individuals (N, by Eguiarte et
al., 1993), and 153.49 individuals following Crawford (1984) (Table 4). These values were
not significantly different (x?, P>0.05) (Zar, 1984). Efective population size in some of the
subpopulations were similar or different between the two reproductive seasons. It
depended of the size of the subpopulation (Table 1).

DISCUSSION

Subpopulations of B. bambusarum have many genotypes, practically each
inflorescence is an individual, despite their location or short distance between them. High
similarity between some close inflorescences of B. bambusarum suggests that, a) an
individual could develop two inflorescences at the same time, and/or b) fragmentation of
the endophytic system occurs, but each fragment is not so far from each other. In the root
holoparasite Lophophytum mirabile Weddell (Balanophoraceae) the deformation produced
alows to consider each inflorescence as an individual (Borchsenius and Olesen, 1990; F.
Borchsenius pers. comm.). On the other hand. the UPGMA analysis shows that the
population of B. bambusarum at CICOLMA is a dioecious species, as nearby male and
female inflorescence usually have different genotypes. Groups of B. bambusarum
inflorescences of one sex always appear in the same sites (Garcia-Franco and Rico-Gray, in
press), however, we do not know if environmental changes or increases in the age of the
parasite could change this situation, as ocurrs in other plant species (see Richards, 1986).

The subpopulations and the total population have very high levels of genetic

variation. Garcia-Franco and Rico-Gray (in press) suggested that B. bambusarum could
have a clonal or perennial mechanism of reproduction. The species may have this type of

52



reproductive mechanism, but the high genetic variability found suggests that populations of

. bambusarum are very dynamic. On the another hand, mean of total heterozygosity
expected for B. bambusarum was greater than the heterozygosity of the clonal Aechmea
magdalenae (Andre) Andre (Bromeliaceae) (Murawski and Hamrick, 1990), and that of
several tropical plant species (see Eguiarte, 1990; Pérez-Nasser et al., 1993). Notably, the
heterozygosity of B. bambusarum is close to the genetic diversity (H=0.500) found by
Petrunak and Christ (1992) in different populations of Alternaria solani Sorauer, and A.
alternata (Fr.) Keissl. (Deuteromicotina: Hiphomicetes: Fungi); although the latter value is
considered very high (Petrunak and Christ, 1992).

The low values of F;; indicate proximity with Hardy-Weinberg expectations (Soltis
et al., 1987); although populations with negative wvalues may have a selection for
heterozygosity and populations with positive values have selection for homozygosity
(Eguiarte, 1990). Seeds of B. bambusarum remain in the soil of the forest, but were only
near to fruits and inflorescences (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted b).
Heterozygosity could be the result of a mayor survival of heterozygosity individuals
(Eguiarte et al., 1992). On the other hand, this also suggests random mating by means of

outcrossing (Soltis et al., 1987).

Subpopulations with high genetic similarity are not close, only subpopulations 6 and
7 are neighbors (ca. 25 m), and they are ca. 80 m far from subpopulation 1, which is the
subpopulation most similar to them. Other subpopulations with high similarity
(subpopulation 8 and 10) are separeted by ca. 60 m. This similarity could result from
efficient pollen transport between populations by flies (Garcia-Franco and Rico-Gray,
submitted a). Additionally, although seed dispersal could be leptokurtic, mice can disperse
a few seeds quite far, ca. 45-78 m. Habitat range of Peromyscus leucopus is 0.2-0.6 ha with
a density of 10-30 ind./ha (Burt and Grossenheider, 1976) (a related species with similar
behaviour to P. mexicanus mexicanus; A. Gonzalez, pers. com.). Although viability and
germination requeriments are unknown, seeds of B. bambusarum are present in the soil
seed bank of the study site (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted b), suggesting that
recruitment could happen. If this situation of genetic similarity and clumped distribution
remains, subdivision between subpopulations of B. bambusarum could increase.

Holoparasitic plants nced chemical signals from hosts to germinate and establish
(Stewart and Press, 1990). Bdallophyton bambusarum produces a high seed set each
reproductive season (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted b). The genetic variability
found in CICOLMA suggests that recruitment could be ocurring in the populations,
although germination conditions are unkonwn (Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted
b). However. the high genetic variability found could result from natural mutation
(Petrunak and Christ, 1992), despite the low ratio that it could occurs. Studies about
genetic variation in parasitic vascular plants are scarce. The hemiparasitic Arceuthobium
americanum Nutt. ex Engelm., and A. vaginatum (Willd.) Presl. subsp.

(Engelm.) Hawksworth & Wiens have been studied by Linhart (1984). He found high
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genetic variation in the two species. On the other hand, Dieringer and Werth (1994) found
high levels of genetic diversity in the hemiparasitic Agalinis strictifolia Benth. (Penn.)
(Scrophulariaceae). Apparently, all parasitic plants (vascular and nonvascular) have high

genetic variation.

Our estimations of neighborhood area (A) for B. bambusarum could be small
because we did not include seed dispersal data (13.37 mz); however the neighborhood of B.
bambusarum is very close to the neighborhood values of dioecious species (12.57 m?)
obtained by Eguiarte (1990). The neighborhood size (IN,) was small (12.80 individuals)
suggesting high differentiation. The effective population size (N.) in B. bambusarum was
higher than 100 individuals (124.84-153.49 individuals on the subpopulation studied),
suggesting that genetic drift is not an evolutionary selective force (Crawfor, 1984).
However, inflorescence numbers change on the subpopulations between flowering seasons
(Table 1; Garcia-Franco and Rico-Gray, submitted a). Movement of genes within and
among subpopulations could be low in one reproductive season and high in other.
Neighborhood and effective populations size could be different year to year, triggering the

action of evolutionary forces.

The total population of Bdallophyton bambusarum in the subdeciduous tropical
forest at CICOLMA has high genetic variability, and each population contain many genets.
Pollinators carried pollen efficiently within and among populations, producing high genetic
similarity between them. Individual genetic identification of each inflorescence using DNA
techniques in different flowering seasons, could help to know more about the population

biology of the species.
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APPENDIX |. Allelic frequencies and chi-square for heterogeneity in allelic frequencies for loci and
population of the

in CICOLMA. Mexico.

Subpopulations

2

Locus (N) 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 X
XDH-1 18 7 19 42 20 16 23 22 17 4 660.256***
A .778 .786 .526 417 .550 625 630 273 353 .250

B 222 214 474 .583 450 375 .370 727 647 .750

XDH-2 13 7 16 35 16 is 20 20 14 4 536.460***
A 423 .500 .156 314 313 233 .250 475 679 375

B 577 .500 .844 .686 .688 767 .750 .525 B2 .625

AO-1 17 7 19 42 20 16 23 22 17 4 537.460%**
A 735 357 632 .560 400 .594 609 477 412 375

B 265 .643 .368 440 .600 .406 .391 .523 .588 625

AO-2 12 7 19 40 18 16 23 22 17 4 552.906***
A 375 .429 .158 .538 .389 406 435 432 .735 375

B .625 .571 .842 463 611 .594 .565 .568 265 .625

SOD-1 18 7 19 42 20 16 23 22 17 4 613.790***
A 667 .143 .579 .500 .450 .656 717 477 382 .500

B 333 .857 421 .500 .550 344 283 .523 .618 -500

SOD-2 14 7 19 39 19 16 23 21 16 4 604.128%**
A .500 .286 083 .590 .500 375 413 429 594 .250

B .500 714 947 410 .500 625 587 571 406 750

MDH-1 17 7 19 40 20 16 23 22 17 4 659.077***
A .618 .143 632 .500 .425 .625 652 432 382 -125

B .382 .857 368 .500 .575 375 .348 568 618 .875

MDH-2 13 7 19 34 19 16 23 19 15 4 517.907***
A 423 .429 .132 368 395 .344 283 342 .600 250

B 577 571 .868 .632 .605 656 717 658 400 750 .

ME-1 18 7 19 42 20 16 23 22 17 4 605.318%+*
A 667 .143 632 .595 .450 .625 587 .500 .382 375

B .333 .857 .368 405 .550 375 413 .500 618 -625

ME-2 14 6 19 38 18 13 22 20 16 4 626.476%**
A 429 250 079 408 444 269 .295 .300 719 .250

B 57 750 921 .592 .556 731 .705 .700 281 .750 .
ADH-1 16 7 19 42 20 16 23 22 17 4 564.807***
A .781 429 .500 488 425 563 .630 386 529 .250

B 219 571 500 512 575 438 .370 614 471 750

ADH-2 11 7 19 37 18 16 22 21 13 3 590.201***
A 364 357 .184 419 333 406 250 .333 538 .000

B 636 .643 816 .581 667 .594 .750 667 462 1.000

ARK-1 18 7 19 42 20 16 23 22 17 4 590.971%**
A .528 .143 .605 .607 575 594 -609 614 618 375

B A72 857 .395 393 425 .406 .391 .386 382 -625

ARK-2 9 7 19 32 18 15 21 18 14 4 587.294%**
A 222 214 .026 2313 .583 .400 .333 333 .643 -500

B 778 .786 .974 .688 417 .600 .667 667 357 -500
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TABLE 1. a) Mean of population's heterozygosity for populations of Bdallophyton bambusarum at
CICOLMA. b) Number of the inflorescences, sex, and effective population size on the subpopulations
studied. ¢) Total number of the inflorescences, sex, and effective population size in some of the
subpopulations studied during the two different flowering peak. Estimates of effective population size
following Crawford (1984) for dioecious species and sex ratio different to 1:1. (see text, Materials and
Methods).

Subpopulations

1 2 3 4 S5 [3 7 8 B 10
a)
H mean 441 380 .337 480 481 459 444 469 463 388
(D.E.) (.016) (.028) (.043) (.006) (.005)  (.010) (.011) (.009) (.009) (.036)
b)
Male 11 4 7 22 9 6 6 10 7 o
Female 8 3 12 20 11 10 17 12 10 4
Total 19 7 19 42 20 16 23 22 17 4
N, 19.03 7.36 18.18 42.40 20.30 15.50 18.24 22.32 16.97 -
<)
Flowering peak of 1993
Male 45 8 - 210 - - 57 154 - -
Female 33 11 - 233 - - 52 99 - -
Total 78 19 - 443 - - 109 253 -
N, 76.65 19.03 - 442.31 - - 109.27 241.54 - -
Flowering peak of 1992
Male 16 2 - 212 - - 38 235 - -
Female 7 1 - 130 - - 39 96 - -
Total 23 3 - 342 - - 77 331 - -
N, 19.98 3.17 - 322.84 - - 77.49 273.13 - -
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TABLE 2. Fixation indices (Wright, 1922) per enzyme and per population of Bdallophyton bambusarum at CICOLMA.

Populations

Locus | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
XDH-l 036 21 J89%ee 0559%ee 0212 0067 -0.586%* 0083 0227 0333
XDH-2 -0.103 0.143 - 0289 0072 0064 0304 0333 0704 0474 0600
AO-1 0244 0067  1.000*** 0469** 0167  -0166 -0.643%* 0366 0029 -0.600
AO2 0244 0067 0208 0045  -0636* 0425 -0.592** 0166 0360 -0.600
SOD-1  0500*  1.000** (0784*¢* 0333 0010 0030 0479  -0366 0128 -1.000
S0D2  0.143 1000 0056 0060  -0.789*** -0333 - -0.704%** 0361  -0.166 -0.333
MDH-1 0.875%**  1000°* 1.000%** 0700%** 0079  -0067 -0533* 0204 0128 -0.143
MDH-2 0212 0417 0309 0075 0212 0524 0394 0520° 0389 0333
ME-l 0500  1.000° 1.000*** 0111 0.192 0200 0.9 0091 0121 -0.600
ME-2 -0.167  -0333  -0.08 0183 0425 0368 -0419* 0429 0391 -0333
ADH-1  0.086 0417 0895 0.19 0488 0270 -0400* 0054 0181 0333
ADH-2 0214 0689  0475* 0167 0250 0425 0333 -0500* 0071

ARK-1 0443 1.000%¢  0.890*+¢ -0.148  -0.125 0684 -0.278 0.137 0370 -0.600
ARK-2 0357 0273 0027 0127 0486 0011 0286 0250 0244 -1.000
X 0216 0406 0534 0191 0149 0251 0392 0234 0151 0524
SD 0330 0542 0421 0.246 0337 0236 0228 0277 0232 0260

* p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001; H=F=0 Chi-square test (Li & Horvitz, 1953)



TABLE 3. Wrght's F statistics (Wright, 1951) and estimations of Nm
(Crow and Aoki, 1984) and N,, (Slatkin and Barton, 1989) for the loci

of all populations of Bdaliophyton bambusarum studied at CICOLMA.
{see test, Materials and Mcthods)

Locus Fis Fi. F,, Nm N,
(ind)
XDH-1 0.043 0.171** 0.134%**  1.309 8.225
XDH-2 -0.239** -0.127 0.090*** 2.048 12.868
AO-1 0.014 0.073 0.060** 3.173 19.937
AO-2 -0.278*%** -0.180** 0.076%* 2.462 15.469
SOD-1 0.073 0.166** 0.100*** 1.823 11.454
SOD-2 -0.226%* -0.098 0.105*%* 1.726 10.845
MDH-1 0.273%%* 0.373%°¢ 0.137*%** 1.276 8.017
MDH-2  -0.162* -0.092 0.060* 3.173 19.937
ME-1 0.215%+ 0.290%** 0.095* 1.929 12,120
ME-2 -0.244%* -0.101 0.115*** ]1.558 9.789
ADH-1 0.098 0.166* 0.075%** 2.498 15.695
ADH-2 0.003 0.092 0.090*** 2.048 - 12.868
ARK-1 -0.021 0.066 0.085*** 2,180 13.697
ARK-2 -0.265%** -0.096 0.133%** 1.320 8.294
Mcan -0.047 0.054 0.097 2.037 12.801

F,, and F;, *** p<0.001, ** p<0.005, * p<0.05, g.1.=1
F, *** p<0.001, ** p<0.01, * P<0.05, g.1.=9
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TABLE 4. Estimation of pollen dispersion using {luorescent dyes in a subpopulation of Bdallophyton bambusroum at CICOLMA.. Female
inflorescences founded with each dyes color between parentheses. Total number of inflorescences: female 77 and male 76. (see text, Materials
and Methods).

Fluorescences Dispersal distance (DS m) V,,E Ks 4 P) AR A Nf N,
dyes mean'  minimum maximum  (m?) (m?) (indm?)  (ind)

Orange (20)'| 1.548£1.738 0125 7467 2633 3.300(17.8, P<0.001) 386 1596 14891
Red (31)! 123340923 0216 3597 LIT2 0.098(0.11,NS) 400 736 6867
Green (42)' 1.655¢1.673  0.19%0 8895  2.803 6.066(8.02, P<0.001) 382 1682 15693
Total (93)"
Values of neighborhood area and effective population size : 1337 12484 15349
TRruskal-Walis test H= 2.53 P>0.05 (Garcia-Franco and Rico-Gray, 1995b).
b V,=axial variance for the pollen (Wright, 1943a, 1946: Eguiarte, 1990). Bartlett test x* = 6.459, P<0.05, 55, = 5.991 (Sokal and Rohif, 1969).
© K, =Kurtosis.
i}-‘mca comection factor (Crawford, 1984).
* A=ncighborhood arca (Crawford, 1984).
YN =effective population size (Wright, 19432, 1946: Eguiarte. 1950).
hN,=cﬂ'ccli\'c population size (Crawford, 1984)
¥ Diferent with the female number because some inflorescences had more that one color.
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Figure Legends

Fig. 1. Bdallophyton bambusarum Liebm. (Rafflesiaceae). A. Inflorescence with floral buds. B. Male flower.
C. Female flower.

Figs. 2-3. 2. Study area and population location of Bdallophyton bambusarum. 2. Location of La Mancha
Costal Research Station (CICOLMA). 3. Studied subpopulations of B. bambusarum in subdeciduous tropical
forest.

Fig. 4-5. UPGMA and inflorescence relationships in the population 3 of B. bambusarum at CICOLMA. 4.
Upper. UPGMA of male (m) and fe le (f) inflor sampled. Number is a control number. Down.
Show the relationship between inflorescences collected. Join inflorescences (solid line). Near inflorescences
(drashed line). Separated inflorescences (no line). 5. Location map of the inflorecences sampled. See text for
explanation.

Fig. 6. UPGMA of populations studied of Bdallophyton bambusarum at CEFCOLMA.
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CAPITULO 6. DISPERSION, VIABILIDAD, GERMINACION Y BANCO DE
SEMILLAS DE BDALLOPHYTON BAMBUSARUM (RAFFLESIACEAE) EN
LA COSTA DE VERACRUZ, MEXICO. -
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Dispersion, viabilidad, germinacién y banco de semillas de Bdallophyton bambusarum
(Rafflesiaceae) en la costa de Veracruz, México.

José G. Garcia-Franco
Victor Rico-Gray

Departamento de Ecologia Vegetal
Instituto de Ecologia, Apdo. Post. 63, Xalapa, Ver. 91000 México

(Rec. . Acep. )
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Abstract: Seed dispersors, seed viability, germination and seed presence in the soil seed
bank are unknown aspects for most holoparasitic plants. In the subdeciduous tropical forest
at CILCOMA in Veracruz, México, seeds of Bdallophyton bambusarym Liebm. are
dispersed by Peromyscus mexicanus mexijcanus, and occasionally by ants (Atta sp.).
Despite fruits presence during the time of lowest resource availability in the forest, and the
abundance of the land crabs (Gecarcinus lateralis Frem.), seeds are not dispersed by crabs.
Seeds of B. bambusarum are present in the soil seed bank, but only near around the
inflorescences (both sexes). In order to trigger seed germination, we applied different
treatments (scarification with sulfuric acid, hot and water inbivision, root exhudated
contact), to 40 lots of seeds (total ca. 54,200 seeds) but only eight seeds broke the seed test,
but they died very soon. Seeds did not germinate in the germination experiments, neither in
culture media (30 seeds lots, total ca. 19,960 seeds in mixes of agar, agar-potato-dextrose,
and roots extracts with and without the parasite), and when seeds were in direct root contact
(20 lots, ca. 6,656 seeds). The two viability tests maded did not show anythings about seed
viability. The results suggest that the seeds of B. bambusaum should need to be closer to
the host roots to start germination, but they need particular soil physico-chemical
characteristic and the physiology of the host.

1

Key words: dispersion, seed bank, germination, holoparasite, Bdallophyton bambusarum,
Veracruz, México. '
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Los frutos y semillas de plantas hemiparisitas presentan caracteristicas especiales
(colores, semillas cubiertas de muscilago) que les permiten tener un patrén de dispersién
dirigido. debido al comportamiento de forrajeo y deposicion de sus propagulos por las aves
(Howe y Smallwood 1982, van der Pijl 1982, Howe 1986, Dadivar 1983). Por el contrario,
la dispersién de los propagulos de la mayoria de las especies holoparasitas (e.g.,
Balanophoraceae, Rafflesiaceae) permanece desconocida. Particularmente, las especies de
Rafflesiaceae presentan frutos carnosos con semillas extremadamente pequefias y, en
general, se ha sugerido zoocoria por elefantes, cerdos, aves, roedores, termitas Yy,
secundariamente, por los depredadores de las termitas (Kuijt 1969, Gémez 1983, Meijer
1985, Meijer y Elliot 1990, Emmons ¢t al. 1991). Sin embargo, se han realizado pocos
estudios especificos (Emmons et gl. 1991). Por otro lado, la permanencia en el sustrato,
viabilidad y germinacién son procesos que se desconocen para las semillas de las
Rafflesiaceae. Inicialmente se tenia la idea de que las semillas, después de dispersadas,
germinaban libremente, formando estructuras parecidas a micelios que les permitian crecer
y desarrollarse hasta alcanzar un hospedero apropiado (Kuijt 1969). Actualmente se sabe
que algunas especies requieren de una serie de sefiales quimicas emitidas por hospederos y
condiciones muy particulares para inciar la germinacion y, posteriormente, la presencia de
un segundo estimulo quimico proveniente del hospedero para iniciar el desarrollo del
haustorio funcional y el establecimiento (Kuijt 1969, Stewart y Press 1990, Karssen y
Hillhorst 1992). Una vez que las semillas de especies holopardsitas dc raices son
dispersadas. puede ocurrir alguno de los siguientes eventos: i) germinar y alcanzar el
hospedero especifico; ii) germinar, no alcanzar ningan hospedero y morir; iii) no germinar
por no ser viables; o iv) permanecer en el suelo latentes hasta que se presenten las
condiciones favorables para germinar. Presumiblemente, los diferentes patrones de
dispersiéon encontrados en las plantas son el resultado de seleccidn natural de un grupo de
caracteristicas que incrementan las oportunidades de que las semillas sean ubicadas
favorablemente (Fenner 1985). El objetivo del presente trabajo fue conocer la biologia de
las semillas de Bdallophyton bambusarum Liebm. (Rafflesiaceae). Particularmente, i)
identificar al dispersor o dispersores de las semillas; ii) determinar si las semillas de B.
bambusarum forman parte del banco de semillas de la selva media de CICOLMA; iii)
tratar de conocer la viabilidad de las semillas y iv) conocer si las semillas germinan bajo
diferentes condiciones experimentales.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo (captura de frugivoros, colecta de excretas y muestras del banco
de semillas) se realizé en las poblaciones de B. bambusarum presentes en la selva mediana
subcaducifolia del Centro de Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA) (19°36° N,
96°22°W; <50 msnm). En CICOLMA el clima es cdlido subhimedo con luvias
concentradas entre junio y septiembre. Se presentan varios tipos de vegetacion: selva
mediana subcaducifolia, selva baja caducifolia, matorral de dunas costero y manglar
(Novelo 1978, Moreno-Casasola ¢t al. 1982, Rico-Gray y Lot-Helgueras 1983). La selva
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mediana subcaducifolia crece en suelos arenosos que por sus caracteristicas sugieren
diferente edad: dunas fosiles con una posible edad del glacial tardio (selva vieja) y dunas
recientes con una posible edad de s6lo unos cuantos siglos (Kellman 1990).

En CICOLMA B. bambusarum se distribuye principalmente en la selva vieja y es
parasita especifica de las raices de Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae) (Garcia-
Franco y Rico-Gray, 1995), florece de diciembre a febrero y es polinizada por moscas (J.G.
Garcia-Franco y V. Rico-Gray en prep.), la poblacion total presenta una gran variabilidad
genética y las subpoblaciones tienen una gran similitud genética entre ellas (J.G. Garcia-
Franco et al.. en prep.). Las semillas de B. bambusarum utilizadas en los experimentos de
germinacioén se obtuvieron de frutos colectados en las mismas poblaciones donde se
capturaron los frugivoros. Los frutos colectados se pusieron individualmente en bolsas de
papel en un lugar seco y fresco por tres dias antes de extraer las semillas. Las semillas de
B. bambusarum se separaron manualmente del pericarpo. Para retirar los restos del
mesocarpo, las semillas se colocaron por 5 min en un vaso de precipitados con agua
destilada a 60°C agitada con un chicharo magnético. EIl contenido del vaso de precipitados
se tamizd (aperturas de 1, 0.7, 0.4 y 0.2 mm) para obtener las semillas. Las semillas se
colocaron en cajas de Petri con papel filtro, y se secaron a temperatura ambiente en un sitio
fresco y sin luz directa (= 1% dia).

Frugivoria y dispersion de semillas.- En cuatro grupos de frutos con marca de dafio
reciente de dos poblaciones (un grupo de cinco infrutescencias en una poblacién y tres
grupos con 1-3 infrutescencias en la otra); se colocaron trampas adhesivas comerciales para
ratones (7 de febrero de 1994). Las trampas se pusieron por la tarde, se revisaron
frecuentemente y se retiraron después de 24 hr. En la poblaciéon con tres grupos de
inflorescencias un observador revisé las trampas durante la noche. Posteriormente, en tres
poblaciones (las dos anteriores y una mas), se colocaron por tres dias trampas Sherman para
la captura de ratones alrededor de las infrutescencias dafiadas (11, 12 y 13 de febrero de
1994), Diez trampas en la poblaciéon con mas grupos de inflorescencias dafiadas, y cinco en
cada una de las otras dos poblaciones. Se usé como cebo una mezcla de granos de maiz,
semillas de girasol y pan con crema de mani (cebo para roedores, A. Gonzalez com. pres.).

Por otro lado, se colectaron excrementos de cangrejo (Gecarcinus lateralis Frem) y
ratén encontrados alrededor de ocho infrutescencias de tres poblaciones. Los excrementos
de cangrejo se diferenciaron clarumente, ya que son perfectamente cilindricos, sin
terminacién en punta, de color verde obscuro, consistencia blanda cuando frescos y dura
cuando secos. Los excrementos de ratdén son mas cortos que los primeros, de color obscuro
brilloso. casi negro, con terminacién en punta. Estos se observaron individualmente bajo el
microscopio buscando semillas de la parasita.

Banco de semillas.- Se colectaron 42 muestras de suelo, 21 muestras en sitios con

inflorescencias de B. bambusarum presentes (de uno o ambos sexos), y 21 en sitios sin la
parasita. Las muestras se tomaron de cuadros de 20 x 20 x 2.5 cm Yy se guardaron en bolsas
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plasticas marcadas. Posteriormente, las muestras de suelo se pasaron por tamices de
diferentes calibres (aperturas de 1, 0.7, 0.4 y 0.2 mm) para separar las semillas. Los
residuos tamizados se homogeneizaron y se revisaron bajo el microspcopio.

Germinacion de las semillas.- Se formaron lotes de semillas de 0.1 g (1 355+238
semillas, N=10) para realizar los siguientes tratamientos de germinaciéon: a) Escarificacion
con acido sulfiirico. Lotes de semillas fueron colocados en una solucién 1 N de acido
sulfirico por 1, 5, 10 y 15 min. Posteriormente, se lavaron con agua destilada y se
colocaron en cajas de Petri con papel filtro humedecido con agua destilada como sustrato.
b) Escarificaciéon con calor e imbibicion en agua. Lotes de semillas se sumergieron en agua
destilada en ebullicién, apagando la fuente de calor inmediatamente, y permitiendo que el
agua se enfriara gradualmente. Las semillas permanecieron en el agua por 24 hr y se
colocaron en cajas de Petri con papel filtro humedecido con agua destilada como sustrato.
¢) Testigo. Lotes de semillas sin ningiin tratamiento de escarificacion se colocaron en cajas
de Petri con papel filtro humedecido con agua destilada como sustrato. d) Contacto con

"exhudados" de raices. Diez lotes de semillas puestos en recipientes plasticos y papel ﬁltro
como sustrato se colocaron bajo macetas con pliantulas de B. simaruba y
alicastrum Sw. (Moraceae) (testigo) sembradas en suelo de la selva mediana de CICOLMA
Por quince dias las plantulas se regaron diariariamente con agua destilada para que los
recipientes con las semillas recibieran el agua proveniente de las macetas vy,
presumiblemente, los exhudados de las raices. El exceso de agua en los contenedores de las
semillas se retiré en cada ocasion. Todos los lotes de los tratamientos se colocaron por
quince dias en una camara de germinacién a 230°C en el dia y +25°C en la noche, con 12 hr
de luz y 12 hr de oscuridad. Se tuvieron cinco réplicas en los tres primeros tratamientos .

Experimentos en medios de cultivo con extractos de raices.- Lotes de semillas de
0.01 g (332.80+20.83 semillas, N=10) fueron sujetos a dos tratamientos de escarificacion y
uno de desinfeccion. Los tratamientos de escarificacion, fueron a).- inmersion de las
semillas en agua en ebullicién apagando la fuente de calor inmediatamente y dejando las
semillas en el agua por 24 hr, y b).- bafio por 10 min en una solucién 1 N de acido
sulfurico; posteriormente las semillas se lavaron con agua destilada. Los extractos de las
raices de B. siinaruba se obtuvieron macerando raices con y sin rastros de inflorescencia de

B. bambusarum en un mortero con un poco de agua destilada y separando los restos de
tejido de las raices con papel filtro. Los medios de cultivo se prepararon utilizando Agar,

Agar-Dextrosa-Papa y los extractos de raiz. Considerando la posibilidad de que con Ia
esterilizacion perdieran sus propiedades las sustancias quimicas que pudieran promover la
germinacion de las semillas de B. bambusarum, los extractos de las raices fueron divididos
en dos. Una parte fue utilizada para la preparacion de los medios de cultivo estériles y la
otra en la preparacion de los medios de cultivo no estériles. Los medios de cultivo
preparados se colocaron en cajas de Petri y se dejaron a temperatura ambiente por 24 hr
para detectar contaminaciones. Los lotes de semillas tratados se lavaron en una solucion de
hipoclorito de sodio por 1 min para desinfectarlas, y se lavaron con agua destilada estéril
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antes de sembrarlas en los diferentes medios de cultivo en un ambiente estéril. Después, las
cajas de Petri se colocaron en un hormo de laboratorio (Felisa) a +25°C. De cada
tratamiento se prepararon cinco réplicas. Las cajas de Petri se revisaron periédicamente,
intensificando las observaciones entre los 10 y 15 dias de iniciado el experimento.

Contacto directo de las semillas de B. bambusarum con raices.- Lotes de 0.01 g de
semillas de B. bambusarum sin ningin tratamiento previo se pusieron en contacto directo
con las raices desarrolladas en estacas de B. simaruba y de plantulas de B. alicastrum
(control). Las raices desarrolladas en las estacas de B. simaruba fueron delgadas (diametro

0.16+0.06 cm, N=20), de diametro menor al de las raices donde se observaron
En

inflorescencias de B. bambusarum en el campo (Garcia-Franco y Rico-Gray 1995).
Las estacas se

cada estaca de B. simaruba (N=5) se pusieron dos lotes de semillas.
desenterraron de las macetas sin daiiar las raices. Las semillas se colocaron en trozos de

malla fina que se enrollaron y amarraron a las raices, quedando las semillas en contacto con
ellas. En cada una de las plantulas de B. alicastrum (N=5) también se pusieron dos lotes de
semillas siguiendo el procedimiento anteriormente descrito. Durante tres semanas las
semillas de la parasita permanecieron en contacto con las raices. Después, las raices con los
lotes de semillas se lavaron con agua destilada y se filtraron. Los papeles filtro con las
semillas de cada lote se colocaron individualmente en cajas de Petri y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Posteriormente, se observaron las semillas bajo el microscopio..

Viabilidad de las semillas.- Para estudiar la viabilidad de las semillas se aplicaron
dos pruebas: a) Prueba de viabilidad de tetrazolium (solucién al 1% en buffer de fosfato pH
7). Las semillas de B. bambusarum presentan testa dura (Garcia-Franco 1995), por lo que a
dos lotes de veinte semillas cada uno se les fracturd la testa presionando las semillas
ligeramente entre dos portaobjctos; otros dos lotes de semillas permanecieron intactos. Dos
lotes (uno intacto y uno de semillas fracturadas) se colocaron con la solucién de tetrazolium
en baiio maria a 33°C por 24 hr; los otros dos lotes se dejaron en el bafio maria por 48 hr.
Después se revisaron las semillas bajo el microscopio. b) Prueba de aceto-orceina. A dos
lotes de 20 semillas (uno intacto y otro con semillas fracturadas) se aplicé aceto-orceina.
Con la aceto-orceina se ha probado la viabilidad de las esporas de musgos (de Luna 1991).
Nosotros utilizamos esporas de musgos como testigos. Posteriormente las semillas fueron

revisadas bajo el microscopio.
RESULTADOS

Los frutos dafiados de B. bambusarum

Frugivoria y Dispersion de las Semillas.-
Algunos de los visitantes

son visitados por Drosophila sp. (Diptera: Drosophilidae).
florales (J.G. Garcia-Franco ¥y V. Rico-Gray en preparacién) también frecuentan los frutos
Peckia spp. y Perckiamya spp. (Diptera: Sarcophagidae) se observaron

daifiados,
frecuentemente en los frutos, mientras que Hamadryas sp. (Lepidoptera: Nympbhalidae) y
Camponotus spp. (Himenoptera: Formicidae: Formicinae) raramente se acercaron a ellos.
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Por otro lado, también se observaron (una vez) individuos de Atta sp. (Himenoptera:
Myrmicinae) forrajeando frutos y acarreando pedazos de ellos a sus nidos subterraneos.

En las trampas pegajosas no se capturd ningun vertebrado pequeiio, cuando estas se

retiraron. sélo contenian diversos dipteros (e.g., Drosophila sp., Peckia spp. y Perckiamya
spp.) e himendpteros (e.g., Camponotus spp- ). En las trampas Sherman sélo se capturé un
individuo de Peromyscus mexicanus mexicanus (Rodentia: Muridae: Sigmodontinae). A
éste se le ofrecieron frutos de B. bambusarum que consumié completamente, arrojando
semillas completas en las heces.

las ocho

Se revisaron de 50-120 excrementos de cangrejo de cada una de
En

infrutescencias y s6lo tres heces de ratéon encontrados cerca de una infrutescencia.
ninguno de los excrementos de cangrejo se observaron semillas o restos de ellas, mientras
que los tres pedazos de excremento de ratdn contenian semillas completas de B.

bambusarum.

Banco de semillas.- Las muestras de suelo alejadas de las estructuras reproductivas

de B. bambusarum no presentaron semillas. En cambio, casi todas las muestras de suelo
cercanas a estructuras reproductivas de B. bamnbusarum presentaron semillas (Cuadro 1). El
85.71% de éstas muestras tuvo semillas. Estas cifras no cambian entre los sitios con
diferentes sexos. En las muestras cerca de inflorescencias femeninas, el 83.03% tuvo
sernillas, mientras que los sitios con los dos sexos, 87.50% si tuvieron semillas. La vnica
muestra de suelo obtenida cerca de inflorescencias masculinas también presenté semillas.
Lo anterior indica que las semillas de B. bambusarum forman parte del banco de semillas
en los sitios donde se encuentran sus poblaciones y que su desplazamiento es limitado, ya
que no se encontraron semillas en los sitios sin inflorescencias de B. bambusarum.

Germinacion de las semillas.- En el Cuadro 2a se resumen los resultados de los
diferentes tratamientos de germinacion. En ninguno de los tratamiento aplicados se
observé una respuesta notable de las semillas de B. bambusarum. En muchos de los casos
los experimentos se suspendieron después de tres semanas, ya que los sustratos se
contaminaron. Sdlo ocho semillas tratadas con escarificacién por calor y contacto directo
con exhudados de raices rompieron la testa. Siete de estas se contaminaron y murieron
después de dos semanas; y la altima sobrevivié una semana mas en un medio de cultivo de
agar con antibiotico. Por otro lado, en ninguno de los diferentes medios de cultivo
preparados con extractos de raices germinaron las semillas de B. bambusarum (Cuadro 2b).
Después de 15 dias los medios perdieron sus caracteristicas (se secaron) o se contaminaron.
De igual forma, ninguna de las semillas que estuvieron en contacto directo con las raices de
B. simaruba y B. alicastrum mostré algan signo de germinacién (como ruptura de la testa).

Viabilidad de las semillas.- Las sustancias indicadoras de actividad respiratoria en
las semillas no sugiere nada sobre su viabilidad. Ninguna semillas se tifié en las pruebas
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con tetrazolium. Con la aceto-orceina se tifieron las semillas fracturadas, al igual que las
esporas (indicando que la prueba si funcioné). Sin embargo, las semillas se tifieron
completamente, de tal forma que no se podia diferenciar si se debia a la actividad del
embrion. La aceto-orceina es una solucién utilizada para tefiir cromosomas y la literatura
no indica su proceso de tincion (Sharma y Sharma 1980), por 1o que no se puede asegurar
que la tincidén observada en las semillas de B. bambusarum es una indicacién de su
viabilidad.

DISCUSION

Los cangrejos son los omnivoros mas abundantes durante la temporada de lluvias en
la selva media de CICOLMA; éstos depredan semillas y plantulas de diferentes especies
(Blain 1988, Delfose 1990, Garcia-Franco et al. 1991) y, tal vez, funcionan como
dispersores de algunas de ellas (Garcia-Franco et al. 1991). Los frutos dé B. bambusarum
son carnosos y pueden ser un recurso atractivo e importante para muchas especies, ya que
se presentan durante la temporada seca y el inicio de las lluvias (J.G. Garcia-Franco y V.
Rico-Gray, en prep.), periodo en el que hay menos recursos disponibles. Las
infrutescencias de B. bambusarum se desarrollan en la cercania de los nidos de los
cangrejos y, por lo generalista del habito alimenticio de éstos crustaceos, se esperaba quc
los cangrejos consumieran los frutos. De esta forma, los cangrejos serian los dispersores
perfectos al llevar a sus nidos subterrineos, al menos, algunas de las semillas de B.
bambusarum cerca de las raices del hospedero. Sin embargo, las semillas no se encontraron
en sus excrementos.

Los ratones excavadores pueden transportar diasporas y abandonarlas o
almacenarias bajo la tierra (van der Pijl 1982). Algunas especies de Rafflesiaceae pueden
ser dispersadas por ratas (Kuijt 1969). En la selva mediana de CICOLMA, ademas de P.
mexicanus, se ha registrado a Liomys pictus pictus (Rodentia: Heteromyidae:
Heteromyinae); las dos son abundantes (Cervantes y Hortelano 1991). Generalmente las
especies de Peromyscus consumen las semillas (o los frutos) en el lugar, dejando restos de
ellas, mientras que las especies de Liomys se las llevan a sus madrigeras para consumirlas
(Sanchez 1993). El consumo de frutos de B. bambusarum por el ejemplar de P. mexicanus
capturado, la presencia de semillas en sus heces y la semejanza de éstas ultimas con las
excretas encontradas junto a las infrutescencias, nos permite hipotetizar que B. mexicanus
remueve las semillas de B. bambusarum en la selva media de CICOLMA. Por otro lado,
aunque el ambito hogarefio de P. mexicanus puede ser de mas de media hectarea con 10-30
individuos por hectiarea (A. Gonzalez, com. pers.), su conducta de alimentacién puede
limitar el desplazamiento de las semillas. La remocion de semillas a grandes distancias
(45-78 m), que promueva nuevos reclutamientos en las poblaciones, puede ser un evento
poco frecuente (J.G. Garcia-Franco ¢t al., en prep.). Sin embargo, aparentemente de esta
forma se han establecido las 23 poblaciones y las inflorescencias aisladas de B.
bambusarum presentes en CICOLMA (Garcia-Franco y Rico-Gray 1995, obs. pers.), y es
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posible que sea uno de los factores que determinan la alta variabilidad y la gran semejanza
genética entre poblaciones (J.G. Garcia-Franco ¢t al., en prep.).

Kuijt (1969) sugiere que las hormigas y termitas pueden romper los frutos de
algunas Rafflesiaceae y acarrear las semillas, pero ese acarreo bajo la tierra debe de
probarse (van der Pijl 1982). Hormigas (Alta sp.) acarrean fragmentos de frutos (con
semillas) de B. bambusarum. y aunque no sea regular, la remocién de semillas al interior de
las poblaciones puede ser importante. Las hormigas son granivoras y su papel con las
semillas usualmente es de depredacion (Beattie 1985), por lo que su efecto sobre la
dispersion es pequefio cuando abandonan las semillas durante su translado al nido (van der
Pijl 1982). Las semillas acarreadas por hormigas presentan elaiosomas como atrayentes y
recompensas. Mytrospetalon, pardsita que infecta a sus hospederos bajo la tierra, desintegra
su espiga con una parte de la médula adherida como un elaiosoma (van der Pijl, 1982). EIl

mesocarpo del fruto de B. bambusarum es atractivo para muchas especies de insectos, y
también puede ser un recurso importante para las hormigas. Van der Pijl (1982) considera

que algunas holoparasitas de raices mirmecécoras (e.g., Mystropetalon, Cytinus y Lathaea
squamaria), deben de beneficiarse al ser enterradas por las hormigas, porque las ponen en
contacto subterraneo con las raices del hospedero.

Las semillas de B. bambusarum son extremadamente pequeiias (ancho 311+21.25 u
y largo 404.38+27.07 p, N=16). Las semillas de tamafio pequefio son caracteristicas de
especies que tienen latencia persistente en el banco de semillas y pueden infiltrarse mas
facilmente en las grietas del suelo (Fenner 1985). Ademas, la reduccion en el tamafio de las
semillas ha sido relacionada como una adaptacién para evitar la depredacion (Fenner 1985).
Las semillas de B. bambusarum son tan pequefias que pasan intactas por el tracto digestivo
de los roedores. La presencia de semillas de B. bambusarum en el suelo en los sitios donde
se encuentran las poblaciones sugiere que tal vez los sitios seguros estén disponibles en la
vecindad de los padres, como es el caso para las plantas del desierto (Fenner 1985). Por
otro lado. el gran nimero y el reducido tamafnio de las diasporas de B. bambusarum puede
reflejar otros aspectos de la biologia de la especie. Un gran nimero de semillas con gran
longevidad es requerido para que las holopardsitas sean omnipresentes y alcancen los sitios
que presentan las condiciones particulares que limitan su germinacién (v.g., hospedero,
sustrato). lo cual asegura que al menos algunas semillas entren en contacto con las raices de

sus hospederos (Kuijt 1969).

La limitada respuesta de germinacién a la amplia gama de tratamientos realizados,
sugiere que las semillas de B. bambusarum. como otras holoparisitas (géneros de
Orobanchaceae, Balanophoraceae, Rafflesiaceae y Lennoaceae), requieren condiciones
excesivamente particulares para su germinacién, y tal vez entre ellos estimulos quimicos
provenientes del hospedero. Los estimulantes de la germinacién son un medio de seleccién
y localizacion de las raices del hospedero, y éstos pueden estar presentes en muy bajas
concentraciones (Stewart y Press 1990, Karssen y Hilhorst 1992). Sin embargo, el contacto
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directo de las semillas con las raices del hospedero (y posiblemente con los estimulantes
quimicos) no es suficiente para disparar la germinacion de las semillas de B. bambusarum.
Experiencias similares monitoreando la germinacion e implantacion de semillas de
Rafflesia gadutensis puestas en contacto con Tetrastigma voipieriana y TI. obovatum
(registrados como los hospederos) no han tenido éxito (desde 1991- 1995) (M. Way, com.
pers.). Lo anterior sugiere que otras condiciones como la fisiologia del hospedero (asociada
a la edad, varibilidad genética y efecto del medio ambiante) puede ser importante para que
los estimulantes quimicos de la germinacion sean adecuados para iniciar la germinacion. El
conocimiento de los requerimientos de germinacion y establecimiento de las especies
holoparisitas enddéfitas es importante, ya que estas especies representan extremos
evolutivos en su fisiologia, la reduccién de sus estructuras vegetativas y en sus expresiones
sexuales (plantas principalmente didicas con grandes despliegues florales por flores
solitarias de gran tamafio o por numerosas inflorescencias). Aunque también, éste
conocimiento es la base para obtener los medios de control de las especies parasitas que son
plagas de cultivos del hombre (Stewart y Press 1990).
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RESUMEN

Los dispersores, viabilidad, condiciones de germinacion y la presencia de semillas
en el suelo son aspectos desconocidos para la mayoria de las especies de holoparasitas. En
la selva mediana de CICOLMA, Veracruz, México, las semillas de Bdallophytum
bambusarum Liebm. son dispersadas por Peromyscus mexicanus mexicanus y
ocasionalmente por hormigas (Atta sp.). Aunque los frutos se presentan en la temporada
que hay menos recursos, y los cangrejos (Gecarcinus lateralis Frem) son abundantes, éstos
no dispersan las semillas. Las diasporas de B. bambusarum se encuentran en el banco de
semillas, pero unicamente en los sitios donde se presentan estructuras reproductivas de la
parasita. Se aplicaron diferentes tratamientos para disparar la germinacién (escarificaciéon
con acido sulfurico, calor ¢ imbibiciéon en agua destilada y contacto con _exhudados de
raices del hospedero) en 40 lotes de semillas (ca. 54,200 semillas), y sélo ocho semillas
rompieron la testa pero murieron ripidamente. De los 30 lotes de semillas (ca. 19,960
semillas) utilizados en los experimentos de germinacion con diferentes medios de cultivo
(mezclas de agar, agar-papa-dextrosa y, extractos de raices con y sin pardsita) ninguna
semilla dié muestras de germinaciéon. De igual forma ninguna semilla germiné de los 20
lotes (ca. 6.656 scmillas) que se pusieron en contacto directo con raices. Por otro lado, las
dos pruebas de viabilidad realizadas no permitieron conocer si las semillas son viables. Los
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ultimos resultados sugieren que las semillas de B. bambusarum no s6lo necesitan estar
cerca o en contacto con las raices del hospero para germinar, sino que también requieren de
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato extremadamente particulares.
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Cuadro 1. Presencia de semillas de B. bambusarum en las muestras de
suelo obtenidas cerca de inflorescencias de la pariasita en la selva mediana
subcaducifolia de CICOLMA.

No. de Muestra Sexo presente Presencia de semillas
1 F si
2 F si
3 F si
4 F si
5 F si
6 F si
7 F si
8 F si
9 F si

10 F si
11 F no !
12 F no
13 F/M si
14 F/M si
15 F/M si
16 . FM si
17 F/M si
18 F/M si
19 F/M si
20 F/M no
21 M si
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Cuadro 2. Tratamientos de germinacion realizados a las semillas de B. bambusarum. (Para
detalles ver el Materiales y Métodos).

a

Tratamiento Resultado

Sin escarificacién ninguna semilla germiné

Escarificacion con  acido ninguna semilla germiné

sulfuarico

Escarificaciéon con calor a los 10 dias una semilla rompe la testa, a los 15 dias 4
semillas mas rompen la testa ’
Exhudados directos de raices a los 10 dias una semilla rompe la testa, a los 15 dias 2
de B. simaruba semillas mas rompen la testa

Exhudados directos de raices ninguna semilla germiné

de B. alicastrum

b

Medio de cultivo acido Calor e imbibicion en agua

Escarificacion con

Agar c/pardsita no estéril
Agar s/pardsita no estéril
Agar s/pardsita estéril
Agar c/parasita estéril
Agar c/agua estéril

Agar-dextrosa-papa estéril

sulfurico

ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
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destilada’

ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné
ninguna semilla germiné



CAPITULO 7. OBSERVACIONES DEL SISTEMA ENDOFITO Y CITOLOGIiA DE
BDALLOPHYTON BAMBUSARUM LIEBM. (RAFFLESIACEAE).
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RESUMEN

Se estudié el sistema endofito y la citologia de la holoparasita Bdallophyton bambusarum
(Raftlesiaceae). Las células de la pardsita se distribuyen en todos los tejidos de la raiz del
hospedero, aunque principalmente se encuentran en el floema y xilema secundario. Las
raices parasitadas presentan un mayor namero de vasos pero de menor diametro que las
raices no parasitadas. Las raices parasitadas que mostraron inicio en el desarrollo de las
estructuras reproductivas (inflorescencias) presentaron mayor densidad de vasos y de mayor
diametro que las raices parasitadas sin desarrollo de estructuras reproductivas. Estas
caracteristicas son compartidas con otras pardsitas (hemiparasitas y holoparisitas).
También, los vasos se “alinean™ a los radios con geotropismo negativo en la seccién donde
se inicia el desarrollo de las estructuras reproductivas. Esto, junto con las caracteristicas
anteriores, sugiere que la parasita puede obtener todos los recursos necesarios durante la

reproducciéon. El numero cromosémico de B. bambusarum es de 12 (2n = 24). que es
similar al de algunas especies de Rafflesia.
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INTRODUCCION

Las especies de Rafflesiaceae presentan las formas mas extremas de parasitismo (Press
1989). Estas plantas han perdido durante el proceso evolutivo sus estructuras vegetativas
(raices, tallos, hojas), conservando tnicamente el cuerpo vegetativo (talo) a manera de
filamentos de donde se desarrollan sus flores. a través del cuerpo del hospedero (Kuijt
1969; Press 1989; Meijer 1993). El talo de estas plantas se ha comparado frecuentemente
con micelios de hongos (Meijer y Elliot 1990), ya que se encuentra como grupos de
filamentos ubicados cerca del cambium vascular del hospero (Rutherford 1970; Meijer
1993); pero actualmente se ha denominado mas apropiadamente sistema endoéfito
(Rutherford 1970; Meijer 1993). Como el resto de las holoparasitas endofitas. las
Rafflesiaceae han modificado enormemente su metabolismo, para utilizar ampliamente
todos los recursos del hospedero (nutrientes, hormonas, ctc.) (Stewart y Press 1990). A la
fecha se ha estudiado la ubicacién general de las células de las parasitas y algunos aspectos
particulares de la interfase parisita-hospedera de varios grupos de holoparasitas enddofitas.
La mayoria de estos estudios se han desarrollado en especies de Balanophoraceae y
Orobanchaceae (Baird & Riopel 1986; Gedalovich-Schedletzky & Kuijt 1990; Hsiao et al.
1993, 1994, 1995; Kuijt & Toth 1985; Mauseth et al. 1992) y en una especie holoparisita
endofita de Loranthaceae (Mauseth et al. 1984, 1985). Sin embargo, existe un nitmero muy
reducido de estudios sobre la anatomia, morfologia y citologia de las Raftlesiaceae.
especies completamente holoparisitas endofitas. En esta familia, Olah (1960) investigo la
morfologia y citologia de Rafflesia arnoldi R. Br. que es parasita de tallos de bejucos en
Sumatra, y Rutherford (1970) estudio la anatomia y citologia de Pilostyles thurberi Gray
que es parasita de tallos de especies de Dalea en el desierto de Sonora. En todos los
estudios se hace mencién de la localizacion de las células de la parasita en los tejidos del
xilema y floema del hospedero, pero ninguno compara las modificaciones que provoca la
pardsita a los tejidos del hospedero. En el presente trabajo se describen algunas
caracteristicas del sistema endoéfito de Bdallophyton bambusarum Liebm. (Raftlesiaceae),
en particular: a) su ubicacion dentro del hospedero; b) se presentan por primera vez los
cambios morfoldgicos en el diametro, densidad y arreglo de los vasos del xilema secundario
en el tejido del hospedero durante el desarrollo de los botones florales; y ¢) se compara el
diametro y la densidad de vasos del xilema secundario de raices parasitadas y no
parasitadas. Por ultimo, se hace referencia del nimero cromosémico que presenta la
pardsita y se compara con ¢l registrado en otras especies de la familia.

MATERIALES Y METODOS

Area de colecta .- Las muestras se colectaron en la selva mediana subcaducifolia del Centro
de Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA) localizada en la costa de Veracruz,
Meéxico (19036' N, 960 22' W, <50 msnm) (para una descripcion detallada de la vegetacion
en el area de estudio ver Moreno-Casasola 1982; Moreno-Casasola et al. 1982; Novelo
1978: Rico-Gray & Lot 1983; y una descripcion de las caracteristicas edaficas en Kellman
1990 y en Kellman y Roulet 1990). En CICOLMA Bdallophyton bambusarum c¢s una
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holoparisita endoéfita especifica de raices delgadas (0.55-0.26 cm diametro) y superficiales
(ca. 10 cm) de Bursera simaruba (L..) Sarg. (Burseraceae) (Garcia-Franco & Rico-Gray en
prensa). Bdallophyton bambusarum es una planta dioica que produce inflorescencias
prmupalmente de diciembre a febrero y es polinizada por moscas carrofieras (Peckva spp. y

< spp.: Sarcophagidae) (Garcia-Franco & Rico-Gray 1995a). La poblacion total
de CICOLMA presenta una gran variabilidad genética, y entre las subpoblaciones muestran
una alta identidad genética (Garcia-Franco et al. en prep.). Los frutos se producen
abundantemente y las semillas son dispersadas por ratones (Peromyscus mexicanus
mexicanus: Rodentia) y hormigas (Atta sp.: Myrmicinae) (Garcia-Franco & Rico-Gray
1995b). Después de diferentes tratamientos y pruebas, las condiciones para su germinacion
permanecen desconocidas (Garcia-Franco & Rico-Gray 1995b).

Opbservaciones del sistema endofito.- Se colectaron muestras de raices de B. simaruba,
parasitadas (N = 15) y no parasitadas (N = 6) por B. bambusarum. Las raices parasitadas se
distinguen facilmente porque presentan marcas en la corteza (cicatrices florales) de las
floraciones pasadas (Garcia-Franco & Rico-Gray en prensa). Las raices se fijaron en FAA
(Berlym & Miksche 1976). Posteriormente, tramos de ca. 2 cm de largo fueron incluidos
en parafina, siguiendo el procedimiento descrito para esta técnica (Berlym & Miksche
1976). Se hicieron cortes transversales en raices parasitadas y no parasitadas del mismo
diametro. En raices parasitadas con estructuras reproductivas en diferente estado de
desarrollo también se hicieron cortes transversales y tangenciales. Todos los cortes tienen
un grosor de 22 um. Finalmente, los cortes se tifieron con safranina, hematoxilina. y verde
rapido, siguiendo el procedimiento estandar de tincion (Berlym & Miksche 1976), y se
montaron con resina sintética. Las mediciones del diametro (diametro tangencial v radial)
de los vasos del xilema en cortes transversales de raices parasitadas y no parasitadas se
efectuaron en un microscopio American Optical Micro Star utilizando un objetivo con
reglilla (10x). El calculo del diametro se obtuvo de acuerdo a la férmula Dh = 4A/P para
secciones transversales elipticas propuesta por Lewis y Boose (1995). Donde A es el area
de una elipse obtenida por A = ab/4 (a = diametro menor y b = diametro mayor). » P es el
perimetro calculado con P = nt Y(a?+b®)/2. La densidad de los vasos se obtuvo contando el
nimero de vasos del xilema presentes en una drea de muestreo de 0.3 mm?, utilizando para
ello el cuadro de enfoque (0.48 x 0.62 mm) de un objetivo fotogrifico AO 473 (10x),
siguiendo el método de conteo recomendado por Wheeler (1986).

Observaciones citoldgicas.- Se colectaron botones florales en estado de desarrollo inicial
(ver Figura 1, Garcia-Franco et al. en prep.). Debido al temprano estado de desarrollo no se
pudo identificar el sexo de las inflorescencias. Los botones se tijaron en dcido alcohodlico
por 24 hr y se cambiaron a una solucién de alcohol al 80%. Posteriormente se tifieron con
aceto-carmin. siguiendo la técnica estandar para la preparacion y tinciéon de cromosomas.
El conteo cromosémico se realizé con Optica de contraste de fases con un microscopio
Zeiss Fomi 111
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RESULTADOS

Observaciones del sistema endoéfito.- Bdallophyton bambusarum se distribuye por todos
los tejidos de la raiz de B. simaruba, pero principalmente en el floema y xilema secundario
(Fig. 1 y 2). Las células de la parisita se diferencian de las del hospedero porque presentan
el nicleo mas grande (Kuijt 1969; Rutherford 1970; Meijer 1993; Mauseth et al. 1984; J. D.
Mauseth com. pers. 1994). La parasita corre perpendicularmente desde la peridermis, y se
observa en los radios del floema y xilema, siendo mas conspicua en el xilema donde se
inicia el desarrollo de las inflorescencias (Fig. 2). Por otro lado, las raices parasitadas
presentan mas almidoén que las sanas.

Bdallophyton bambusarum modifica los tejidos del hospedero, a diferencia de como se
muestra Tristerix aphylus en los tejidos de Trichocereus chilensis (Mauseth et al. 1984). La
comparacion entre raices del mismo diametro muestra que, la presencia de las células de la
parasita provoca que la region floemitica sea mayor en la raiz parasitada que en la no
parasitada (Figs. 1 y 2); sin embargo ésto no se cuantificd. Los vasos en la raiz parasitada
reducen su tamafio y se agrupan en hileras radiales de 2-5 vasos, principalmente los mas
cercanos al cimbium. Los vasos de las raices no parasitadas tuvieron un didmetro de 374 =
68 pm (N = 36), mientras que el diametro de los vasos de las raices parasitadas fue de 97 =
40 um (N = 62); estos valores fueron significativamente diferentes (Mann-Whitney, T =
5041, P < 0.0001) (SigmaStat 1994) (Tabla 1a). La densidad de los vasos también es
diferente. En las raices no parasitadas se observaron 25.7 = 6.53 vasos por drea de
muestreo; mientras que las raices parasitadas tuvieron un mayor numero de vasos por drea
de muestreo, 51.9 = 32.88 (Tabla 2a). Aunque la diferencia en el nimero de vasos de las
raices parasitadas y no parasitadas es marcada, no fueron significativamente diferentes
(Mann-Whitney, T = 144.5, P < 0.558) (SigmaStat 1994). Esto tal vez sea debido a que en
este Gltimo analisis se usaron datos de las raices parasitadas con y sin inicio del crecimiento
reproductivo que tienen una variabilidad muy grande (ver adelante).

Los botones florales (inflorescencias) se desarrollan desde el tejido cortical del hospedero.
Por un lado, el crecimiento y desarrollo de las células de la parasita cjercen presién entre las
células del xilema y tloema, asi como en las paredes de la peridermis, que finalmente, es
rota para dar paso a la estructura reproductiva de la parasita (Fig. 3). Por otro lado, el inicio
del desarrollo de la estructura reproductiva de la parasita parece estar asociado con una
moditicacién tanto en la distribucion y el tamafio de los vasos, como en que estos sigan un
arreglo paralelo a los radios (Fig. 4). En las raices que presentan el inicio del desarrollo de
estructuras reproductivas, los vasos del xilema tuvieron un diametro de 128 = 29 pm (N =
32). mientras que el diametro de los vasos del xilema secundario en las raices parasitadas
sin el inicio de las estructuras reproductivas fue de 63 = 10 pm (N = 30). Estos valores
tueron significativamente diferentes (Mann-Whitney. T = 300.0 P < 0.0001) (SigmaStat
1994) (Tabla 1b). las raices parasitadas con ¢l inicio del desarrollo de estructuras
reproductivas presentaron mayor numero de vasos por drea de muestrco. 88.8 = 12.37
vasos, que las raices parasitadas sin desarrollo de botones florales, 27.3 + 6.56 (Tabla 2b).
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Estos valores también fueron significativamente diferentes (t de Student, t = -10.4, P <
0.0001) (SigmaStat 1994).

Observaciones citolégicas.- Del material colectado se pudieron observar células en estado
nucleolar, telofase temprana, metafase temprana, profase tardia y profase con cromosomas
bandeados (Figs. 6 y 7). El namero cromosémico de Bdallophyton bambusarum fue de 12
y se detectd la presencia de un cromosoma B (2n = 24 + 1B) (Tabla 3); este ultimo tipo de
cromosomas- fue registrado también en Pilostyles thurberi (Rutherford 1979). Los
cromosomas B (o cromosomas supernumerarios) se han documentado para al menos 250
familias de angiospermas (Stuessy 1990); sin embargo. tienen inactividad genética y
tienden a ser pequefios (Stuessy 1990). Aunque algunas veces los cromosomas B son
constantes constituyentes del genoma, en la mayoria de los casos son irregulares en nimero
y presencia (Stace 1989). -

DISCUSION

La distribuciéon de las células de B. bambusarum en el xilema secundario de la raiz de B.
simaruba, es semejante a la ubicacién que presenta P. thurberi en las ramas de Dalea emoryi
(Rutherford 1970) y a la disposicion de las células del sistema endoéfito de Tristerix

(D.C.) Barlow & Weins (Loranthaceae) en el tronco de Trichocercus chilensis
(Colla) Br. & R. (Cactaceae) (Mauseth et al. 1984). Aparentemente, la ocupacion del
floema y xilema secundarios por las células de las parasitas, corriendo paralelamente a los
radios, ¢s una caracteristica comun en las especies de plantas holoparasitas endéfitas. Los
tejidos de B. simaruba infectados por B. bambusarum, mostraron un agrupamiento de los
vasos, de igual forma que el tejido de Juglans californica S. Wats. (Juglandaceae) infectado
por Phoradendron macrophyllum (Englem.) (Calvin & Wilson 1995). Un mayor nimero de
vasos del xilema en los tejidos infectados, también parece ser una caracteristica compartida
entre los hospederos de los dos grupos de plantas parasitas (hemiparisitas y holoparasitas).
Esta modificacion, puede permitirle a B. bambusarum mantener un mayor nUmero de
"filamentos" de su sistema end6fito en contacto con el sistema vascular del hospedero. Por
otro lado. al tener una menor diametro los vasos, la tasa del flujo de los nutrientes y el agua
puede ser menor, de tal forma que sugiere que pueden estar mas disponibles para ser
captados por las células de la parasita.

Por otro lado, cuando se inicia la floracion. la densidad de los vasos aumenta y el diimetro
se incrementa. Las inflorescencias de B. bambusarum son muy suculentas y los frutos,
bayosos. son producidos en gran cantidad (obs. pers.). El mantenimiento y desarrollo de
este tipo de estructuras requiere de un aporte considerable de agua y fotosintatos.
Aparentemente, la parasita modifica los tejidos del hospedero de tal forma que,
probablemente. pueda obtener mayor cantidad de recursos y sin limitaciones, para el

desarrollo de sus estructuras reproductivas (como fue propuesto por Garcia-Franco & Rico-
Gray 1995a).
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El arreglo de los vasos del xilema secundario en hileras radiales paralelo a los radios de la
raiz de B. simaruba es un poco diferente al producido en los tallos de Dalea emeoryi. Sin
embargo, no existe ningin arreglo especifico para vasos y radios en Pilostyles thurberiji, ya
que al ser parasita de estructuras aéreas del hospedero, las flores pueden emerger en
cualquier direcciéon. En cambio las modificaciones de los vasos producido por B.
bambusatum es en una sola direccién y tiene geotropismo negativo. De tal forma que al
parasitar las raices superficiales de B. simaruba (Garcia-Franco & Rico-Gray en prensa), las
estructuras reproductivas de B. bambusarum pueden alcanzar la superficie y participar en la
reproduccion. Este mismo comportamiento puede estar presente en otras especies de
Rafflesiaceae que parasitan raices como Cytinus y en otras holoparasitas de raices como
Orobanchaceae.

Rutherford (1970) considera que cualquier porciéon del sistema endofito de P. thurberi
puede producir flores, pero la region de mayor produccién de flores son los lugares
cercanos al meristemo del hospedero, aunque las flores pueden ser ocasionalmente
producidas en las porciones viejas del sistema endofito. Durante mas de tres periodos
reproductivos se han observado las inflorescencias de B. bamsusarum desarroliandose
abundantemente en los mismos sitios del bosque (Garcia-Franco & Rico-Gray 1995a; obs.
pers.), algunas de ellas al lado de las cicatrices florales dejadas en las raices por las
inflorescencias anteriores (Garcia-Franco & Rico-Gray en prensa). Lo anterior sugiere que
el sistema endotito de B. bambusarum funciona diferente al de P. thurberi; ésto es, la mayor
produccion de estructuras reproductivas de B. bambusarum ocurre en la misma seccion
"vieja" del sistema endofito (Garcia-Franco & Rico-Gray 1995a). De igual forma, las flores
de T. aphyllus se desarrollan en el sistema endofito “‘viejo™ (Mauseth et al. 1985).

Las intlorescencias de B. bambusarum pueden desarrollarse en forma aislada o en grupos
en la misma seccién del hospedero (obs. pers.). Los anilisis de genética de poblaciones
indican que casi cada inflorescencia representa un individuo (Garcia-Franco et al. prep.).
Nosotros no pudimos darle seguimiento con precision al sistema endé6fito en los tejidos del
hospedero. por 1o que no se pudo corroborar la independencia del sistema endofito de las
inflorescencias. Es necesario realizar estudios especificos (v.gr. andlisis de isozimas) para
conocer la independencia entre inflorescencias de diferentes periodos reproductivos. Por
otro lado, con base en las modificaciones que presenta el tejido parasitado, sera posible
realizar observaciones en raices de diferente diametro (y de ser posible de edad conocida),
para determinar el tiempo de establecimiento de la parasita; ya que, este Gltimo puede ser
muy diferente (en tiempo y condiciones fisioldgicas de la raiz hospedera y del sistema
endofito de la pardsita) al requerido para que B. bambusarum desarrolle sus estructuras
reproductivas. .
Por ultimo. existe gran variacion en el ndmero cromosémico de las especies de
Raftlesiaceae (Tabla 3). El niimero cromosdmico de B. bambusarum es semejante al que se
ha registrado para las especies de Rafflesia. Las especies de algunos géneros tienen

semejanza en su ntmero cromosémico (Rafflesia. Mitrastemon); aunque en Pilostyles el
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numero de cromosomas de sus especies es diferente. La taxonomia de Bdallophyton no es
clara, existiendo desacuerdo en el niimero de especies que contiene (Garcia-Franco 1996).
En general, el numero cromosémico juega un papel especial como una fuente de datos
comparativos en taxonomia (Stuessy 1990). L.a presencia de cromosomas B en B.
bambusarum (y tal vez en otras especies del género) puede producir diferencias en los
conteos cromosdmicos y limitar su uso en el esclarecimiento taxonémico, debido a que los
cromosomas B son inconsistentes en nimero y a su pequefio tamaiio que los hace dificiles
de distinguir (Vovides y Lascurain 1995; A. Vovides com. pers.);

AGRADECIMIENTOS

Se a gradece a C. Iglesias y A. Vovides su ayuda en el uso de las técnicas de microscopia
empleadas. A C. Delfin la toma de fotografias en el microscopio. EIl estudio se realizd
gracias al apoyo econdémico del Instituto de Ecologia A. C. (cuenta 902-16).

BIBLIOGRAFIA

Berlym, G. P. & J. L. Miksche. 1976. Botanical microtechnique and cytochemistry. lowa State University

Press, Ames.
Baird, W. V. & J. L. Riopel. 1986. The developmental anatomy of Conopholis americana (Orobanchaceae)
seedlings and tubercles. Canadian Journal of Botany 64:710-717.
Garcia-Franco, J. G. & V. Rico-Gray. en prensa. Distribution and host specificity in the holoparasite
Bdallophyton bambusarum (Rafflesiaceae) in a tropical dry forest in Veracruz, Mexico. Biotropica.
Garcia-Franco, J. G. & V. Rico-Gray. 1995a. Reproductive biology of the holoparasitic endophyte
2 bambusarum (Rafflesiaceae). Botanical Journal of the Linnean Society (Ms 388 en
revision).
Garcia-Franco, J. G. & V. Rico-Gray. 1995b. Dispersion, viabilidad, germinacién y banco dec semillas de
(Rafflesiaceae) en la costa de Veracruz, México. Revista de Biologia
Tropical. (en revision).
Garcia-France, J. G., V. Souza, L. E. Eguiarte & V. Rico-Gray. (en preparacion). Population genetics of the
tropical holoparasitic endophyte Bdallophyton bambusarum (Rafflesiaceae). American Journal of
Botany.
Gedalovich-Shedletzky. E. & J. Kuijt. 1990. An ultraestructural study of the tuber strands of Balanophora
{Balanophoraceae). Canadian Journal of Botany 68:1271-1279.
Hsiao, S.C., J.D. Mauscth & L.D. Gémez. 1993. Growth and anatomy of the vegetative body of the parasitic
angiosperm Helosis cayennensis (Balanophoraceae). Bulletin of the Torrey Botanical Club 120:295-
309.
Hsiao. S.C.. 1.D. Mausecth & L.D. Gomez. 1994. Growth and anatomy of the vegetative body of the parasitic

angiosperm hypogae (Balanophoraceae). Bulletin of the Torrey Botanical Club 121:24-

39.
Hsiao. S.C.. J.D. Mauseth Y C.I. Peng. 1995. Composite bundles, host/parasite interface in the holoparasitic
angiosperms Langsdorffia and Balanophora (Balanophoraceae). American Journal of Botany 82:81-

91.
Kuijt. J. 1969. The biology of parasitic flowering plants. University of California Press. Berkley and Los

Angeles. .
Kuijt. J. & W-X Dong. 1990. Surface features ot the leaves of Balanophoraceae - A family without stomata?.

Plant Systematic and Evolution 170:29-35.

90



Kuijt, J. & R. Toth. 1985. Structure of the host-parasite interface of Boschniakia hookeri Walpers
(Orobanchaceae) surface features of the leaves of Balanophoraceae - A family without stomata?.
Plant Systematic and Evolution 170:29-35.

Lewis, A. M. & E. R. Boose. 1995. Estimating volume flow rates through xylem conduits. American Journal
of Botany 82:1112-1116.

Mauseth, J. D., S. Hsiao & G. Montenegro. 1992. Vegetative body of the parasitic angiosperm *
subterraneum (Balanophoraceae). Bulletin of the Torrey Botanical Club 119(4):407-417.

Mauseth, J. D.. G. Montenegro & A. M. Walckowiak. 1984. Studies of the holoparasite Tristerix aphyllus
(Loranthaceae) infecting Trichocereus chilensis (Cactaceae). Canadian Journal of Botany 62:847-
857.

Mauseth, J. D., G. Montenegro, & A. M. Walckowiak. 1985. Host infection and flower formation by the
parasite Tristerix aphyllus (Loranthaceae). Canadian Journal of Botany 63:567-581.

Meijer, W. Rafflesiaceae. 1993. In: K. Kubitzki (ed.}), The families and genera of vascular plants. Springer
Verlag, Berlin.

Meijer, W., & S. Elliot. 1990. Taxonomy. ecology and conservation of Rafflesia kerri Meijer in southern
Thailand. Natural History Bulletin of Siam. Society 38:117-133.

Olah, L. v. 1960. Cytological and morphological investigations in Rafflesia arnoldi R. Br. Builetin of the
Torrey Botanical Club 87:406-416.

Press, M. C. 1989. Autotrophy and heterotrophy in root hemiparasites. Trends in Ecology and Evolution
4:258-263.

Stace, C. A. 1989. Plant taxonomy and biosystematics. Cambridge University Press, New York.

Stewart, G. R. & M. C. Press. 1990. The physiology and biochemistry of parasitic angiosperms. Annual
Review in Plant Physiology and Plant Molecular Biology 41:127-151.

Stuessy, T. F. 1990. Plant taxonomy. The systematic evaluation of comparative data. Columbia University
Press, New York.

Rutherford. R. J. 1970. The anatomy and citology of Pilostyles thurberi Gray (Rafflesiaceaec). Aliso 7:263-
288.

Vovides, A. P. & M. Lascurain. 1995, Nameros cromosomicos de cuatro especies de Costus (Costaceae), una
de Calathea, una Maranta y una de Stromanthe (Maranthaceae). Acta Botanica Mexicana 33:81-86.

Wheeler, E. A. 1986. Vessels per square millemetre or vessel groups per square millimetre? IAWA Bulletin
n.s. 7:73.74

91



Tabla 1. a) Diametro radial (D), diametro tangencial (d), area (A). perimetro (P) y didmetro (Dh),
de los vasos del xilema en raices de B. simaruba no infectadas e infectadas por B. bambusarum. b)
Diimetro mayor (D), diametro menor (d), drea (A), perimetro (P) y diametro (Dh), en raices
infectadas de B. simaruba con y sin el inicio del desarrollo de los botones florales. (valores en pm)

Tipo de raiz D/d A* [ Dh*

a)

No infectadas 1.21 (0.20) 11923.30 (3430.05) 128.17 (39.39) 374.16 (67.78)
Infectadas 1.46 (0.40) 2972.25 (1201.79) 198.41 (45.46) 96.50 (39.5)
b)

sin desarrollo de 1.63 (0.42) 3609.99 (1068.28) 224.74 (37.03) 62.93 (10.12)
botones

con desarrollo de 1.47(0.35) 1536.34 (528.75) 48.90 (21.18) 127.99 (28.47)
botones

*Mann-Whitney U P<0.001 (SigmaStat 1994)

Tabla 2. a) Nimero de vasos del xilema secundario en raices de B. simaruba no parasitadas y
parasitadas. b) NiGmero de vasos del xilema secundario en raices parasitadas sin y con el inicio del

desarrollo de botones florales.

Tipo de raiz

No. de vasos/area muestreada

a)

No parasitadas
Parasitadas

b)

Parasitadas sin desarrollo
Parasitadas con desarrollo

25.7 % 6.53 (12)

51.9+32.88(10)

27.3 + 6.56 (6)
88.8 + 12.37 (4)

t P<0.05; t P<0.001

Tabla 3. Numero cromosdémico
Rafflesiaceae

de B. bambusarum comparado con algunas otras especies de
P g p

Especie No. 2n Fuente
"Bdatlophyton bambusarum Liebm. 2+ 1 24+ 1B este estudio
Cytinus isti 16 Meijer 1993
Mitwrastemon kawa-sasakii Hayata 20 Watanab, 1935
Mitrastemon yamamotoi Mak. 20 40 Watanab, 1934
Bilostyles berteri Guill. 6 += 12 Kummero, 1962
Pilostyles thurberi Gray 30+0-2 60+0-1B Rutherford 1970
Ratftflesia arnoldi R. Br. 12 Ota, 1960
Ratflesia patma Bl 12 Ernst & Schmi. 1913
Rhizanthes sp 11 Meijer 1993
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Leyenda de Figuras

Figura 1. Corte transversal de una raiz sana de B. simaruba. Las flechas muestran el floema
y el xilema secundario. (40x).

Figura 2. Corte transversal de una raiz parasitada por B. bambusarum. Las flechas indican
el floema y el xilema secundario. (40x).

Figura 3. Corte tangencial de una raiz parasitada con el inicio del desarrollo de un boton
floral de B. bambusarum. (16x)

Figura 4. Corte transversal de una raiz parasitada por B. bambusarum mostrando el arreglo
- en hileras radiales de los vasos hacia donde se inicia el crecimiento de los botones
florales. (40x).

Figuras 5 y 6. Células de B. bambusaruin en estado de telofase y metafase temprana
mostrando los cromosomas.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES GENERALES
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La biologia de las angiospermas parasitas no esta bien conocida, a pesar de ser un
tipo de interaccién con amplia distribucién y presentarse en todos los ambientes (Press,
1989). Estas plantas han evolucionado una serie de caracteristicas anatdmico-fisiolégicas
que les permiten reconocer al hospedero apropiado, adecuarse a su metabolismo, evitar su
sistema de defensa y aprovechar todos sus recursos para sobrevivir; ademas de contrarestar
el ataque de sus enemigos naturales. Esto es particularmente importante en las especies
holoparasitas endofitas, ya que se encuentran completamente dentro del cuerpo del
hospedero y, por consiguiente, estin sujetas a presiones de seleccién diferentes a las que
experimentan las exoparasitas (hemiparasitas y holoparasitas). La misma naturaleza
“compleja’ de la forma de vida de las endoparasitas, no permite desarrollar investigaciones
sin que se tengan que enfrentar serios problemas metodoldgicos en su proceso (ver Mauseth
et al.. 1984, Beaman ¢t al., 1988 y Meijer y Elliot, 1990). Los estudios realizados en éste
tipo de plantas (v.g., Mauseth ¢t al., 1984, 1985; Meijer y Elliot, 1990; Kuijt y Dong, 1990;
Emmons gt al., 1991) se han encaminado a conocer aspectos especificos de la biologia de
una especie en particular. De tal suerte, que muchos procesos siguen sin entenderse
adecuadamente y el conocimiento global de cualquier especie de holoparasita endofita es
limitado.

En el presente trabajo se estudiaron diferentes aspectos de la (historia natural)
biologia de Bdallophyton bambusarum Liebm. (Rafflesiaceae) (ver Objetivos en el Capitulo
1), tratando con cllo de obtener una idea global de su biologia evolutiva. Se determind que
B. bambusarum es parasita especifica de las raices delgadas y superficiales de Bursera
simaruba; de igual forma que se ha registrado especificidad por hospedero en otras
holoparasitas endoéfitas como, Conopholis americana (Orobanchaceae) que es parasita de
raices de Quercus borealis (Fagaceae) (Stewart y Press, 1990). Thompson (1994) sefiala
que la especificidad en la relacion parasitica es la norma mas que la excepcion. En muchos
casos de especies de parasitos con diferentes especies de hospederos se han encontrado
complejos patrones geogriaficos de especializacion entre especies, subespecies o razas
ecologicas (Thompson, 1994, M. Meijer com. pers.). Por otro lado, se ha encontrado en
otros taxa, que el tamaiio del cuerpo del parisito, el tipo de parasito (enddéfito o exoéfito) y el
tiempo (evolutivo) que ha durado la relacidon parasitica en un solo hospedero, son
determinantes en el desarrollo de especificidad (Thompson, 1994 y referencias en él).

El sistema endéfito de B. bambusarum es muy reducido y se localiza en el floema y
el xilema secundario dentro de las raices de B. simaruba, su ubicaciéon es muy semejante a
la del sistema endéfito de Pilostyles thurberii Gray (Rafflesiaceae) y Tristerix aphyllum
(D.C.) Barlow (Loranthaceae) (Rutherford, 1970, Mauseth et al.. 1983). Esta distribucién
le permite a las células de la pardsita estar en contacto principalmente con los flujos de
fotosintatos. De tal forma que la informacion ambiental es filtrada a través del hospedero y
detectada por la parasita por medio de los cambios que se producen en su fisiologia (v.g.,
estacionalidad. largo de los periodos de luz y obscuridad) (Mauseth et al. 1984),
aprovechando el mayor flujo de las sustancias reguladoras, por ejemplo. de la floracién. La
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coincidencia de la floracion de B. bambusarum con la de B. simaruba sugiere que la
pardsita utiliza las sustancias promotoras de la floracion del hospedero (v.g., hormonas,
nitrégeno). Durante este ultimo periodo, el desarrollo de las estructuras reproductivas se
manifiesta con modificaciéon del tejido vascular del hospedero (xilema secundario), vasos
en hileras radiales con geotropismo negativo. Esto es importante para la parasita por tres
razones: a) la reduccién del diametro de los vasos reduce la tasa del flujo de nutrientes, lo
que permite a la parasita obtener ilimitadamente todos los recursos necesarios para
mantener sus costosas estructuras reproductivas (inflorescencias suculentas y frutos
bayosos); b) la modificacion de los vasos en hileras radiales puede ser considerado como
un sistema de ‘“‘anclaje” para las inflorescencias e infrutescencias de B. bambusarum y
dirige los recuros provenientes del hospedero hacia ellas, y c) el geotropismo negativo
orienta el desarollo de las estructuras reproductivas hacia la superficie. .o mencionado en
éste ultimo inciso, junto con la escasa profundidad de las raices parasitadas de B. simaruba
permite que las inflorescencias (masculinas y femeninas) de B. bambusarum alcancen la
superficie y participen en la reproduccién. En caso de no alcanzar la superficie, las
inflorescencias se desarrollan “normalmente™ pero no contribuyen en el flujo genético.
Aunque la mayor parte del movimiento de polen se realiza dentro de las subpoblaciones, lo
que sugirere que ¢€stas son panmicticas (el mayor flujo genético se da dentro de las
subpoblaciones), algunos polinizadores como Peckya spp.. pueden desplazar el polen entre
las subpoblaciones, permitiendo con ello una similitud genética entre ellas. La abundancia
de moscas carrofieras en la selva subcaducifolia de La Mancha permite que B. bambusarum
La gran diversidad genética encontrada y los analisis

tenga un gran éxito reproductivo.
indica que “‘casi” cada

efectuados para cada una de las subpoblaciones estudiadas,
inflorescencia representa un individuo, sin importar su sexo, localizacion dentro de la

subpoblacién y distancia entre otra(s) inflorescencia(s). Por un lado, ésto indica que el
sistema endofito de cada uno de los “individuos” de B. bambusarum tiene un reducido
desplazamiento dentro de los tejidos del hospedero; lo que es opuesto a lo registrado para la
holoparasita Tristerix aphyllum, cuyo sistema endo6fito se puede distribuir a lo largo de 2-3
m dentro del cuerpo de su hospedero (Mauseth et al. 1984). Por otro lado, indica
individualidad de las inflorescencias aunque éstas se desarrollen agrupadas: contrario a la
idea de Kuijt (1979) de que una masa de flores puede ser producto de un sélo individuo. La
constante presencia de inflorescencias de los dos sexos en las subpoblaciones de B.
bambusarum registradas sugiere que la planta es perenne o clonal; sin embargo, se

desconoce la longevidad del sistema endofito ni el tiempo requerido a partir de la infeccidn,
para que se reproduzca por primera vez. El sistema enddfito de Tdsterix aphylus

permanece 19-28 afios antes de presentar el primer periodo reproductivo (Mauseth ¢t al.,

1985). El tiempo prereproductivo en B. bambusarum podria limitar la contribucion
genética de los reclutamientos en las subpoblaciones.

En La Mancha, aparentemente, las condiciones que presenta el suelo de la selva
mediana subcaducifolia (v.gr., textura) junto con otros factores (v.g.. estacionalidad),

permiten que la relacion Bdallophyton bambusarum - Bursera simaruba se pueda dar y,

también determina que ésta se presente Gnicamente en algunos sitios. La dispersion de las
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semillas de B. bambusarum no es grande; pero una vez que éstas son dispersadas pueden
permanecer en el banco de semillas en los alrededores de las subpoblaciones. Las
caracteristicas del suelo (arenoso no compacto), que afectan la infiltracion de las semillas;
pueden permitir que éstas alcancen a las raices relativamente jovenes y poco profundas de
B. simaruba. La ubicaciéon de las raices finas de B. simaruba en el suelo, su forma de
crecimiento y los estimulos quimicos, que se presupone exhudan, son los medios de
seleccidon para que B. bambusarum las localice, identifique y parasite. El requerimiento de
estimulos quimicos especificos del hospedero para que las semillas de las parasitas inicien
la germinacién y el desarrollo del haustorio sefialado por Stewart y Press (1989), es
extremadamente particular en B. bambusarum; y probablemente presentes tinicamente en
alguna etapa de crecimiento del hospdero o durante ¢l desarrollo de las estructuras que son
parasitadas. La susceptibilidad de infeccién de los hospederos puede ser solamente en una
corta fraccién de su ciclo de vida (Ennos, 1992). La germinacién e introduccidén en el
hospedero son aspectos prioritarios en la seleccion del hospedero y, finalmente, dependeran
del genoma de los participantes; esto es, de la suceptibilidad-resistencia del hospedero y de
la virulencia del parasito. El entendimiento de éstos ultimos aspectos forman parte
fundamental de la biologia de B. bambusarum; y en general de cualquier especie; por ello,
son estudiados en otras especies de pardsitas que son plagas de cultivos para conocer la
forma de su control (Press y Graves, 1989).

Aparentemente, la seleccién de un solo hospedero, la reduccién significativa en sus
estructuras vegetativas y corta vida en relacion a sus hospederos, les ha permitido a las
endoparasitas adecuarse mas ficilmente a un sisterna metabdlico (defensas y fotosintetatos),
al tener diferentes eventos reproductivos por muchas generaciones cambiando a través del
tiempo por recombinaciones, mientras que el genotipo del hospedero permanece estable
(Thompson, 1982 y referencias en ¢él). Debido a lo extenso que puede ser el sistema
radicular en un darbol tropical, es probable que B. bambusarum no esté causando una
reduccién significativa en la adecuacion de los individuos de B. simaruba parasitados. De
tal forma que como pardsito obligado, la adecuacién de la parasita dependera de su
habilidad para permitir la sobrevivencia de su hospedero (Barret, 1983). Sin embargo,
algunos aspectos de la biologia de B. bambusarum, como la longevidad de los individuos, y
otros, como las condiciones de germinacion de las semillas, podrian modificar las
condiciones de adecuacion que pueda presentar el parasito. Esto es, individuos longevos y
escasos reclutamientos pueden influir en las recombinaciones reales que se den en la

poblacion.
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1.- Grupo de inflorescencias masculinas de Bdallophyton bambusarum en el suelo de la
selva mediana subperennifolia de CICOLMA.

2.- Inflorescencia femenina de Bdallophyton bambusarum en el suelo de la selva mediana
subperennifolia de CICOLMA.

3.~ Infrutescencias de Bdallophyton bambusarum. Una de las infrutescencias con seiias de
forrajeo.

4.- Algunos visitantes (Dipetera e Hymenoptera) de las flores de Bdallophyton
bambusarum. Peckia sp. (a) y Perckyamia sp. polinizadores de B. bambusarum.
Perckyamia sp. con polen en el dorso.

5.- Contenedores empleados para captar los exhudados de las raices de plantulas de
Bursera simaruba en la prueba de germinacién de las semillas de Bdallophyton
bambusarum.

6.- Semilla de Bdallophyton bambusarum (barra 0.1 mm).

7 y 8.- Semillas de Bdallophyton bambusarum en las pruebas de germinacién. La flecha

sefiala una de las semillas que rompieron la testa en los experimentos realizados
(barras 0.357 mm).
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