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Resumen

El aumento de la temperatura puede afectar el éxito reproductivo de las plantas
directamente al alterar los rasgos vegetativos o reproductivos, e indirectamente al
modificar las interacciones entre las plantas y sus polinizadores debido a cambios en
los rasgos florales o recompensas. Por otro lado, la adicion de fertilizantes puede
mejorar la cantidad y/o calidad de las recompensas florales, lo que podria aumentar
las visitas de polinizadores y, en consecuencia, aumentar el éxito reproductivo de las
plantas. Sin embargo, aun se desconoce si la fertilizacion puede contrarrestar los
efectos del aumento de la temperatura sobre las caracteristicas vegetativas, florales y
reproductivas de las plantas. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la
lombricomposta y el fertilizante sintético sobre las caracteristicas vegetativas y florales,
asi como sobre la tasa de visitantes florales legitimos y el éxito reproductivo de la
calabaza, bajo un escenario de aumento de temperatura. Durante las épocas seca y
lluviosa se evalué la altura, niumero de hojas y flores, area foliar, dia de floracion,
diametro de corola, concentracion y volumen de néctar, cuajado de frutos y numero de
semillas en 120 plantas de calabaza distribuidas en seis tratamientos de forma
bifactorial. disefio: temperatura (temperatura ambiente y elevada) y fertilizacion
(lombricomposta, fertilizante sintético y sin fertilizacién). Un aumento de ~1.5 °C y la
fertilizacion adicional favorecieron la altura de la planta, el nimero de hojas, flores
pistiladas y estaminadas, el tamafio de la flor, la concentracién de néctar, el nUmero
de visitas legitimas a las flores pistiladas y el numero de semillas por fruto. Sin
embargo, un aumento en el nimero de flores pistiladas no se relaciona con una mayor
produccion de frutos (en ambas estaciones) o una mayor produccion de semillas (en
la estacidon seca). Los impactos positivos en las caracteristicas vegetativas y florales
debido al aumento de la temperatura fueron muy variables entre estaciones, lo que
sugiere una gran variacion temporal en las respuestas de las plantas a la temperatura

y la disponibilidad de nutrientes.



1. Introduccion

El cambio climético provoca una mayor variabilidad climatica, lo que afecta la
produccion de cultivos y, por lo tanto, la provision de alimentos en todo el mundo
(Lobell et al., 2011; Ochieng et al., 2016; Tubiello et al., 2007). En particular, se espera
que el aumento de la temperatura global esperado a corto plazo (es decir, 1,2-1,8 °C
de 2021 a 2040; IPCC, 2022) afecte la fisiologia, la fenologia y el rendimiento de varias
plantas (Hedhly et al., 2009; Pefiuelas y Filella, 2001; Prasad et al., 2015; Schweiger
etal., 2010). Por ejemplo, se ha encontrado que el aumento de la temperatura aumenta
el aborto de las flores y modifica el tamafio de sus 6rganos reproductores (Gérard et
al., 2020; Sato et al., 2006; Scaven y Rafferty, 2013), disminuye la cantidad de néctar
y calidad (Descamps et al., 2018; Keasar et al., 2008; Mu et al., 2015; Petanidou y
Smets, 1996; Takkis et al., 2015), y reduce la dehiscencia de las anteras o la viabilidad
del polen (Descamps et al., 2018; Fahad et al., 2015). Esto, a su vez, puede disminuir
el nimero de visitas y la riqueza de polinizadores florales, lo que resulta en una menor
produccion de frutos y semillas (Hoover et al., 2012; Kerr et al., 2015; Scaven y
Rafferty, 2013; Schweiger et al., 2010).

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que el aporte de nutrientes en el
suelo aumenta la produccion y el tamafio de las flores, alarga el periodo de floracion y
mejora la calidad y cantidad del néctar (Burkle y Irwin, 2010; Gardener y Gillman, 2001;
Hoover et al., 2012; Lau y Stephenson, 1993; Mufioz et al., 2005). Dado que los
polinizadores muestran una mayor preferencia por plantas que presentan un mayor
despliegue floral (Mitchell et al., 2004), flores mas grandes (Conner y Rush, 1996) o
flores con mejor calidad en recompensas (Cnhaani et al., 2006); la fertilizacion del suelo
beneficiara potencialmente la interaccidn de las plantas con sus polinizadores y, por lo
tanto, su éxito reproductivo (D. R. Campbell y Halama, 1993; Fernandez et al., 2019;
Hoover et al., 2012). Por ejemplo, las plantas fertilizadas de Ipomopsis aggregata
produjeron flores mas grandes y mas néctar, tuvieron periodos de floracion mas
prolongados y recibieron mas visitas que las plantas no fertilizadas (Burkle e Irwin

2010). De manera similar, las plantas de Chuquiraga oppositifolia expuestas al



enriquecimiento con nitrégeno produjeron mas flores que las plantas de control, lo que

beneficié la frecuencia de las visitas de los polinizadores (Mufioz et al., 2005).

A pesar de estos beneficios, la adicion de nutrientes al suelo a través de fertilizantes
sintéticos, provoco importantes problemas ambientales como la contaminacion del
agua y la degradacion del suelo (Armenta-Bojorquez et al., 2010; C. Lu y Tian, 2017).
Alternativamente, los fertilizantes organicos ademas de aportar nutrientes, también
mejoran las caracteristicas fisicas del suelo (Moreno Reséndez et al., 2008), estimulan
la presencia de microorganismos benéficos (Ferreras et al., 2015), y aumentan la
resistencia al estrés térmico (Carreto-Morales et al., 2021; Fahad et al., 2015) sin
efectos adversos sobre el medio ambiente. En concreto, la lombricomposta es un
abono organico obtenido de la transformacion de diferentes residuos organicos por la
actividad de lombrices y microorganismos (Dominguez, 2018; Moreno Reséndez et al.,
2008), que es rico en nutrientes, mejora la porosidad del suelo, permite una mayor
humedad retencion, promueve la presencia de microorganismos benéficos (Bachman
y Metzger, 2008; Moreno Reséndez et al., 2005; Ramos Oseguera et al., 2019), y
mejora algunos aspectos del desarrollo de las plantas (Hashemimajd et al., 2004;
Ramos Oseguera et al., 2019), incluidos los rasgos asociados con las visitas de
polinizadores. Por ejemplo, las plantas de pepino crecidas en suelos enriquecidos con
vermicompost mostraron flores mas pesadas que las plantas testigo (Cardoza et al.,
2012), mientras que en Hylotelephium maximum el volumen y la concentracion de
néctar de las flores, asi como el nUmero de visitas y la abundancia de polinizadores
fue mayor en sustratos enriquecidos con vermicompost que en plantas control
(Jusselme et al., 2019).

Aunque la fertilizacién organica puede mejorar el crecimiento y la aptitud de las
plantas, sus efectos sobre la biologia floral, las visitas de los polinizadores y el éxito
reproductivo ante el aumento de las temperaturas aun se desconocen en las plantas
cultivadas, incluida la calabaza, Cucurbita pepo, que es una especie de gran
importancia econdémica. cultivada en todo el mundo (Hoover et al., 2012). En este

estudio, comparamos experimentalmente el efecto de la lombricomposta y la



fertilizacion sintética sobre la altura de la planta, el area foliar, el nimero de hojas, los
dias hasta la floracién, el numero de flores, la proporcion de flores pistiladas, el tamafio
de las flores, el volumen y la concentracién de néctar, la tasa de visitas de visitantes
florales legitimos, duracién de la visita, cuajado y nimero de semillas por fruto bajo un
escenario de aumento de temperatura en la calabaza. Al ser esta especie
completamente dependiente de los polinizadores para fructificar (Shuler et al., 2005),
se espera que sea particularmente susceptible al cambio climéatico, como se ve en
varias especies dependientes de polinizadores (Kevan y Viana, 2003; Kjghl et al.,
2011).

Especificamente, hicimos las siguientes preguntas: (1) ¢ El aumento de la temperatura
ambiente afecta las caracteristicas vegetativas y florales, la atraccion de polinizadores
y el éxito reproductivo de la calabaza? Si es asi, (2) ¢puede la adicion de nutrientes
mitigar los efectos adversos del aumento de la temperatura en estos rasgos? y (3)
¢existen diferencias en estos efectos entre plantas con fertilizacion organica y
sintética? Pronosticamos que el aumento de la temperatura afectara negativamente
las caracteristicas vegetativas y florales de la calabaza, provocando una disminucién
en la atraccion de polinizadores y, por ende, una reduccion en el éxito reproductivo del
cultivo. Ademas, esperamos que la adicion de nutrientes disminuya estos efectos
adversos causados por el aumento de la temperatura, y que la fertilizacion organica

sea mejor que la fertilizacion sintética para reducir estos efectos.

2. Materiales y métodos

2.1. Sitio experimental

Se utilizé como sitio experimental una parcela agricola ubicada en Técpan de Galeana,
Guerrero, México (17°13'01.7" N, 100°38'38.1" O). La zona presenta un clima célido
subhimedo (Aw), temperatura media anual de 26.6 °C, con una maxima de 32 °C en
abril-mayo y una minima de 18 °C en diciembre-enero, una precipitacion media anual

de 1100 mm con un periodo lluvioso de junio a noviembre (precipitacion = 950 mm), y



un periodo seco de diciembre a mayo (precipitacion < 70 mm) y una altitud de 50 msnm
(INEGI, 2009).

2.2. Especie de estudio

Cucurbita pepo es una planta herbacea monoica anual, que presenta flores con corolas
grandes (Gonzalez et al., 2010), florece en las mafianas y las flores permanecen
abiertas hasta el mediodia (L. G. Campbell et al., 2013; Devi et al., 2015). Las flores
masculinas aparecen primero y dependen de los insectos para transportar su polen a
las flores femeninas (Gonzalez et al., 2010; Shuler et al., 2005). El rango de
temperatura para un desarrollo éptimo oscila entre 18 y 28 °C y muestra preferencia
por lugares calidos y humedos (Salehi et al., 2019). La adicidon de nutrientes es un
factor importante para su crecimiento (Castagnino et al., 2007), afectando
significativamente el rendimiento y la calidad del fruto (Rodas-Gaitén et al., 2012). En
este estudio, semillas comerciales de calabaza var. zuccini (Distribuidora Rancho Los
Molinos S.A. DE C.V., Tepoztlan, Morelos, México).

2.3. Disefio experimental

Para evaluar los efectos combinados de la temperatura y la fertilizacién sobre las
caracteristicas vegetativas y florales, la visita de polinizadores y el éxito reproductivo
de C. pepo, se utilizé un disefio experimental completamente al azar en un arreglo
factorial 2x3. Los factores considerados fueron: (1) temperatura (temperatura ambiente
y aumentada) y (2) fertilizacion (orgénica, sintética y sin fertilizar). Considerando la
variacion en la composicion de polinizadores entre la época seca y la época lluviosa
(Delgado-Carrillo et al., 2018), el experimento se realiz6 en ambas épocas del afio
2020 (época seca: abril-julio; época lluviosa: agosto—octubre). Los seis tratamientos

se repitieron 20 veces (n = 120 plantas por cada estacion).

Para aumentar la temperatura de las plantas sembradas se utilizaron veinte camaras
de techo abierto (OTC) con estructura de madera y polietileno transparente (calibre
600, Figura 1A). Estos OTC han sido ampliamente utilizados para estudiar la respuesta

de las plantas al cambio climatico en diferentes ecosistemas, aumentando la



temperatura ambiente entre 0,7 y 4 °C (Aerts et al., 2004; Klanderud, 2005; Ren et al.,
2010). A lo largo del experimento, la temperatura a 10 cm sobre el suelo junto a las
plantas dentro y fuera de los OTC se registro todos los dias a intervalos de una hora
con un registrador automatico de temperatura y humedad (HOBO MX2301, Onset
Computer Corporation, MacArthur Blvd, Bourne, MA 02532, EE. UU). La distancia
entre cada arreglo (con OTC y sin OTC) fue de dos metros, y cada uno tenia tres
plantas (una de cada tratamiento de fertilizacion, marcadas con etiquetas de diferentes
colores), con una distancia entre plantas de 50 cm (Figura 1B). Todas las plantas

recibieron 1,5 | de agua al dia, excepto los dias de lluvia.

La fertilizacion orgénica consistié en 500 g de lombricomposta (Fernatol®, Alchichica,
Puebla, 73998, México) agregados por planta 5 dias antes de la siembra (DAS),
mientras que la fertilizacion sintética se aplicé utilizando 30 g de un producto comercial
(Blaukorn Classic, Campo Expert, Zapopan, Jalisco, 45239, México) por planta 15
DAS.

Las semillas se sembraron el 14 de abril (época seca) y el 14 de agosto (época
lluviosa), en bolsas de polietileno negro de 35 x 35 cm. Las bolsas se llenaron con 5
kg de tierra agricola de la zona, mezcladas homogéneamente y distribuidas
aleatoriamente en las bolsas. Se colocaron dos semillas de calabaza en cada bolsa y
se asignaron aleatoriamente a los tratamientos de fertilizacion. La germinacion de las
plantulas comenz6 a los 5 DDS vy las hojas verdaderas aparecieron a los 10 DDS. En
este momento, se elimind la planta mas corta. Durante todo el experimento, las plantas
permanecieron en las bolsas, las cuales fueron enterradas en el suelo a una

profundidad de 30 cm.



Figura 1. Sitio de campo que muestra (A) OTC construidos con madera y plastico de polietileno
transparente, y (B) cada tratamiento dentro (temperatura aumentada) y afuera (temperatura ambiente)
OTC sin fertilizacion (amarillo), con organico (rojo) o sintético (azul) fertilizacion.

2.4. Rasgos vegetativos y florales

El efecto del aumento de la temperatura y la fertilizacién sobre las caracteristicas
vegetativas se evalué midiendo las siguientes variables de respuesta: (1) altura de la
planta, (2) numero de hojas por planta y (3) area foliar de la hoja mas grande de cada
planta. El area foliar se estimo con el software ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) a partir
de una fotografia de la hoja tomada con una cdmara de 13 megapixeles (LG, Q6 Plus,
LG Electronics México, S.A. de C.V., Tlalnepantla de Baz, Estado de México, 54033,
México), colocadas perpendiculares a la hoja sobre fondo blanco y escala milimétrica.
Todas las mediciones se realizaron a los 30 DDS.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la biologia floral de C. pepo, se
midieron las siguientes variables de respuesta: (1) dias a la floraciéon — el nimero de
dias desde la germinacién hasta que aparecio la primera flor estaminada y la primera
flor pistilada, (2 ) numero de flores - flores estaminadas y pistiladas a lo largo de la
etapa de floracion, (3) proporcion de flores pistiladas - pistiladas / pistiladas + flores
estaminadas, (4) didmetro de la corola, (5) diametro del tubo floral, (6) longitud del tubo



floral, ( 7) ancho del pétalo (del pétalo mas grande), (8) longitud de los estambres, (9)
longitud del pistilo, (10) volumen de néctar y (11) concentracion de néctar (Figura S1).
Los tamafios de las muestras varian debido a la disponibilidad de flores diarias (rango
de flores pistiladas y estaminadas: 1-3 flores y 2-7 flores por planta, respectivamente).
Para las medidas de tamafo se utilizé un calibrador digital (Mitutoyo Corp., CD-8"
ASXL, Kanagawa, Japén, precision de 0,01 mm). El volumen y la concentracion de
néctar se midieron en flores seleccionadas al azar y embolsadas antes de la antesis
(es decir, 5:30 h), cada hora de 6:30 a 10:30 h, usando tubos microcapilares graduados
respectivamente y un refractometro digital (Atago, Master -53a, Tokio, Japon, ° Brix 0-
50, precision de £ 0,2 %).

2.5. Visitantes florales legitimos

Se estudio6 el efecto de la temperatura y la fertilizacién sobre la atraccion de visitantes
florales legitimos filmando en dias soleados flores simples estaminadas y pistiladas de
C. pepo. Una hora de inicio de filmacion, respectivamente a las 7:30 y 8:00 h en la
estacion seca y lluviosa, que corresponden a las horas pico de alimentacién de la
mayoria de los visitantes florales. El nimero de horas filmadas vari6 entre estaciones
debido a la disponibilidad de flores, para la estacién lluviosa fue de 110 horas (6-14
horas por tratamiento), mientras que para la estacion seca fue de 74 horas (3-10 horas
por tratamiento). Para cada visita floral se registraron tres variables: (1) especie de
visitante floral (al nivel taxonédmico mas bajo posible), (2) duracion de la visita y (3)
contacto con los érganos reproductivos de la flor. Solo aquellos visitantes que entraron
en contacto con los 6rganos reproductivos de la flor fueron considerados para los
andlisis. Se recolectaron tres individuos de cada visitante floral para su identificacion
utilizando la guia de especies de abejas y la lista de verificacion mundial (Asher y
Pickering, 2020). Durante los periodos de filmacion de polinizadores, se eliminaron los
OTC para evitar cualquier posible sesgo en las tasas de visitas entre tratamientos (p.

ej., Adamsony ller, 2021).

2.6. Exito reproductivo



Se estimo el cuajado de frutos para probar el efecto del incremento de nutrientes y
temperatura sobre el éxito reproductivo de la planta. Cinco dias después de la
floracion, se revisaron todas las flores pistiladas para evaluar la formacién de frutos.
Los frutos producidos se cosecharon 10 dias después de la apertura floral y se conto

el nimero de semillas maduras.

2.7. Andlisis estadistico

Teniendo en cuenta que los caracteres florales (diametro de la corola, diametro del
tubo floral, longitud del tubo floral, ancho de los pétalos y longitud de los estambres o
longitud del estilo-estigma) medidos en flores pistiladas y estaminadas se
correlacionaron en ambas épocas (r>0.140, p <0.05 en todas las comparaciones;
Figura S2-S5), solo se utilizé el diametro de la corola como indicador del tamafio de la
flor. Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para analizar los efectos
de la temperatura, la fertilizacion y sus interacciones sobre la altura de la planta, el
volumen de néctar y la concentracion de azucar en la estacion seca y el diametro de
la corola para ambas estaciones, ya que los datos muestran una distribucién normal y
homocedasticidad. Se realizaron modelos lineales generalizados (GLM) con una
distribucién de error de Poisson y una funcion de enlace logaritmico para comparar el
namero de hojas, el numero de dias hasta la floracion, el nimero de flores, el nimero
de visitas de visitantes florales legitimos y el nimero de semillas por fruto entre
tratamientos. Para la duracion de las visitas, se realizé un GLM con una distribucion
binomial negativa debido a la sobredispersion. Dado que cada flor recibié mas de una
visita y no todas procedian de una flor o planta diferente, los datos correspondientes a
la duracién de las visitas incluian pseudorreplicaciones. Para altura de planta, volumen
de néctar y concentracion de azucar en época de lluvias y area foliar para ambas
épocas se realizé un GLM con distribucion gamma y funcion de enlace logit. Para el
cuajado se realizé un GLM con distribucion binomial y funcién de enlace logit, mientras
qgue para la proporcion de flores pistiladas los datos se transformaron con la raiz
cuadrada y luego se analizaron con GLM con distribucion gaussiana. Cuando los
rasgos florales se midieron en mas de una flor por planta, estos valores se promediaron

para obtener un valor por planta. Todos los analisis se realizaron en el software InfoStat



(InfoStat version 2020, Centro de Transferencia InfoStat, FCA, Universidad Nacional

de Cordoba, Argentina).

3. Resultados

Durante la época seca se registro una temperatura promedio de 28.08 y 29.64
°C en el ambiente y dentro del OTC, respectivamente, y un aumento promedio diario
de 1.56 °C (Figura 2A), mientras que en la época de lluvias se registré una temperatura
promedio de 28.51 °C. y 30.02 °C en el ambiente y dentro del OTC, respectivamente,

y un incremento promedio diario de 1.51 °C (Figura 2B).
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Figura 2. Temperatura promedio diaria registrada dentro (cuadrados negros) y fuera (triangulos grises)
del OTC durante la estacion seca (A) y la himeda (B). Las lineas sélidas y punteadas representan
promedios diarios y estacionales, respectivamente.

3.1. Rasgos vegetativos

Las plantas de calabaza bajo una mayor temperatura crecieron mas altas en
ambas estaciones (Figura 3A-B) y produjeron mas hojas en la estacién seca (Figura
3E) que las plantas a temperatura ambiente. Las plantas fertilizadas sintéticamente
crecieron mas en la temporada de lluvias (Figura 3B), produjeron hojas mas grandes
en ambas temporadas que las plantas cultivadas con fertilizante organico o sin
fertilizante (Figura 3C-D), y produjeron mas hojas que las plantas de control en ambas

temporadas (Figura 3E -F). Las plantas cultivadas con fertilizante organico producen
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plantas mas altas (Figura 3B) y hojas mas grandes en la temporada de lluvias (Figura

3D) que las plantas de control.
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Figura 3. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicion de fertilizacion (F) sobre la altura de la planta
(A, B), area foliar (C, D) y numero de hojas producidas por planta (E, F) de C. pepo durante la estacién
seca y lluviosa (media + SE; n: nimero dentro de la barra). Las diferencias significativas en los
principales factores (T y F) se representan con letras mayusculas (A = temperatura ambiente, E =
temperatura elevada, N = sin fertilizacion, O = fertilizacién orgénica, S = fertilizacion sintética). Los
resultados de las pruebas estadisticas se resumen en la Tabla S1.
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3.2. Rasgos florales

Flores pistiladas

Las plantas a mayor temperatura produjeron mas flores pistiladas en ambas
estaciones (Figura 4A-B), fueron de mayor tamafio en la estacién lluviosa (Figura 4D)
y produjeron néctar mas concentrado en la estacién seca (Figura 4E) que las plantas
a temperatura ambiente. Las plantas con fertilizacion sintética producen mas flores
pistiladas en ambas estaciones (Figura 4A-B) y flores mas grandes en la estacion
lluviosa (Figura 4D) que las plantas con fertilizante organico y sin fertilizante. Se
encontré una interaccion significativa entre la temperatura y la fertilizacion en la
concentracion de azucar del néctar de las flores pistiladas en la época seca (Figura
4E, Tabla S1). No se encontraron diferencias para las flores femeninas en el momento

de la floracion o el volumen de néctar entre tratamientos en ninguna estacion.
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Figura 4. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicién de fertilizacion (F) sobre el nimero de flores
(A, B), diametro de corola (C, D) y concentracion de azucar (E, F) de flores pistiladas de C. pepo durante
la estacion seca y lluviosa (media £ SE; n: nUmero dentro de la barra). Las diferencias significativas en
los principales factores (T y F) se representan con letras mayusculas (A = temperatura ambiente, E =
temperatura elevada, N = sin fertilizacién, O = fertilizacion organica, S = fertilizacion sintética). Diferentes
letras minUsculas sobre las barras indican interacciones T x F estadisticamente significativas. Los
resultados de las pruebas estadisticas se resumen en la Tabla S1.
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Flores estaminadas

Las plantas en OTC produjeron mas flores estaminadas en la estacion lluviosa
(Figura 5B), florecieron antes en la estacion seca (Tabla S1), fueron de mayor tamafio
en ambas estaciones (Figura 5C-D) y produjeron néctar con mayor concentracion en
la estacidén seca. temporada (Figura 5E) que las plantas a temperatura ambiente. En
la estacidn seca, las plantas con fertilizante organico produjeron mas flores masculinas
que las plantas con fertilizantes sintéticos o sin fertilizantes (Figura 5A), pero
produjeron néctar con menor concentracion que las flores sin fertilizantes (Figura 5E).
Se produjo una interaccion significativa entre la temperatura y la fertilizacién en la
estacion seca en el numero de flores producidas por planta (Figura 5A). Por otro lado,
no se encontraron diferencias en la época de floracién, volumen de néctar o

concentracion de néctar entre tratamientos en época de lluvias.
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Figura 5. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicién de fertilizacion (F) sobre el nimero de flores
(A, B), diametro de corola (C, D) y concentracion de azUcar (E, F) de flores estaminadas de C. pepo
durante la estacion seca y lluviosa (media = SE; n: nimero dentro de la barra). Las diferencias
significativas en los principales factores (T y F) se representan con letras mayusculas (A = temperatura
ambiente, E = temperatura elevada, N = sin fertilizacién, O = fertilizaciéon organica, S = fertilizacion
sintética). Diferentes letras mindsculas sobre las barras indican interacciones T x F estadisticamente
significativas. Los resultados de las pruebas estadisticas se resumen en la Tabla S1.
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Proporcion sexual de flores

La proporcion de flores pistiladas fue mayor en las plantas con temperatura
elevada en ambas estaciones (Figura 6A-B) que en las plantas a temperatura
ambiente. Las plantas con fertilizante sintético mostraron un aumento en la proporcion
de flores pistiladas en comparacion con las plantas con fertilizacion organica en ambas
épocas (Figura 6A-B) y con plantas sin fertilizar en la época de lluvias (Figura 6B). No

se detecto interaccion para ambos factores (Tabla S1).
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Figura 6. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicion de fertilizacion (F) sobre la proporcion de
flores pistiladas de C. pepo durante la época poco lluviosa (A) y lluviosa (B) (media £ SE; n: nimero
dentro de la barra). Las diferencias significativas en los principales factores (T y F) se representan con
letras mayudsculas (A = temperatura ambiente, E = temperatura elevada, N = sin fertilizacién, O =
fertilizacion orgénica, S = fertilizacién sintética). Los resultados de las pruebas estadisticas se resumen
en la Tabla S1.

3.3. Visitantes florales legitimos

Se registraron un total de 1010 visitas legitimas (es decir, aquellas que contactan
anteras y estigma), 403 de ellas fueron observadas en la estacion seca,
correspondientes a tres taxones: abeja melifera (Apis mellifera, 179 visitas: ~4
visitas/flor), abejas sudorosas (abejas Halictidae, 137 visitas: ~2 visitas/flor) y abejas
carpinteras (Xylocopa, 87 visitas: ~1 visita/flor); mientras que en la temporada de
lluvias se registraron 607 visitas legitimas, siendo las abejas de la calabaza,

Peponapis, el visitante mas dominante (429 visitas: ~4,5 visitas/flor), seguido de las
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abejas sudorosas (134 visitas: ~1,5 visitas/flor), y A. mellifera (44 visitas: ~0,5

visitas/flor).

Las flores pistiladas de las plantas a temperatura elevada recibieron mas visitas
que las flores de las plantas a temperatura ambiente en época de lluvias (Figura 7B),
aunque la duracion de las visitas no se vio afectada por el aumento de temperatura en
ambas épocas (Figura 7C-D). En la estacion seca, las flores femeninas de plantas
fertilizadas organicamente recibieron mas visitas (Figura 7A), y los visitantes duraron
mas que las flores de plantas fertilizadas sintéticamente (Figura 7C). Por el contrario,
en la temporada de lluvias, las flores femeninas de las plantas no fertilizadas recibieron
mas visitas (Figura 7B) y los visitantes duraron mas (Figura 7D) que las flores de las
plantas fertilizadas. Una interaccion significativa entre la temperatura y la fertilizacion
ocurrio en el numero de visitas legitimas en la estacion seca (Figura 7A) y en la
duracion de las visitas en la estacion lluviosa (Figura 7D).
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Figura 7. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicion de fertilizacion (F) sobre las visitas florales
legitimas (A, B) y duracién de la visita (C, D) en flores pistiladas de C. pepo durante la época seca y
lluviosa (media + SE; n: nimero dentro de la barra). Las diferencias significativas en los principales
factores (T y F) se representan con letras mayusculas (A = temperatura ambiente, E = temperatura
elevada, N = sin fertilizaciéon, O = fertilizacién organica, S = fertilizacién sintética). Diferentes letras
minUsculas sobre las barras indican interacciones T x F estadisticamente significativas. Los resultados
de las pruebas estadisticas se resumen en la Tabla S1.

En ambas temporadas, las flores estaminadas de las plantas a mayor temperatura
recibieron un namero similar de visitas (Figura 8A-B) pero tuvieron una duracion mas
corta que las flores de las plantas a temperatura ambiente en la temporada de lluvias
(Figura 8D). En la estacion seca, las flores estaminadas de plantas fertilizadas
sintéticamente recibieron menos visitas (Figura 8A), y los visitantes duraron menos

(Figura 8C) que las flores estaminadas de plantas no fertilizadas; mientras que en
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época de lluvias la fertilizacion no afecto el nUmero de visitas ni la duracion (Figura 8B,
D). Hubo una interaccion (T x F) en el nimero de visitas legitimas en ambas

temporadas y en la duracion de las visitas en la estacidon seca (Figura 8A-C; Tabla S1).
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Figura 8. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicion de fertilizacion (F) sobre las visitas florales
legitimas (A, B) y duracién de la visita (C, D) en flores estaminadas de C. pepo durante la época secay
lluviosa (media + SE; n: nimero dentro de la barra). Las diferencias significativas en los principales
factores (T y F) se representan con letras mayUsculas (A = temperatura ambiente, E = temperatura
elevada, N = sin fertilizacién, O = fertilizacion organica, S = fertilizacion sintética). Diferentes letras
minusculas sobre las barras indican interacciones T x F estadisticamente significativas. Los resultados
de las pruebas estadisticas se resumen en la Tabla S1.
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3.4. Exito reproductivo

Incluso cuando el aumento de la temperatura no altero el cuajado de frutos en ninguna
estacion (Figura 9A-B), si aumentd el numero de semillas producidas por fruto en la
estacion lluviosa en comparacion con la temperatura ambiente (Figura 9D). Por otro
lado, la adicion de fertilizacion organica durante la época poco lluviosa incremento el
amarre de frutos en comparacion con aquellos con fertilizacion sintética (Figura 9A),
pero el numero de semillas por fruto fue el mas bajo en comparacion con los otros
tratamientos (Figura 9C). El nimero de semillas por fruto fue menor en las plantas no
fertilizadas en época de lluvias; mientras que las plantas con fertilizantes sintéticos
produjeron mas semillas que las plantas con fertilizaciéon organica (Figura 9D). Se
detecté una interaccion significativa entre la temperatura y la fertilizacion en la

produccién de semillas en ambas temporadas (Figura 9C-D).
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Figura 9. Efectos del aumento de temperatura (T) y adicion de fertilizacién (F) sobre el cuajado (A, C) y
el nimero de semillas por fruto (B, D) de C. pepo durante la época seca y lluviosa (media + SE; n:
numero dentro de la barra). Las diferencias significativas en los principales factores (T y F) se
representan con letras mayusculas (A = temperatura ambiente, E = temperatura elevada, N = sin
fertilizacion, O = fertilizacion organica, S = fertilizacion sintética). Diferentes letras minUsculas sobre las
barras indican interacciones T x F estadisticamente significativas. Los resultados de las pruebas
estadisticas se resumen en la Tabla S1.

4. Discusion

Usando un sistema modelo de calabaza durante dos temporadas, hemos
demostrado que el calentamiento climatico y la fertilizacion tuvieron impactos

significativos en los rasgos vegetativos y florales, asi como en su interaccion con sus
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polinizadores y, en consecuencia, en el éxito reproductivo de esta planta de cultivo
dependiente de polinizadores. Contrariamente a nuestras predicciones, encontramos
que el aumento de la temperatura ambiente influyd positivamente en varias
caracteristicas vegetativas, florales y reproductivas de esta hortaliza, y que la
fertilizacion organica, en general, no fue mejor que la fertilizacion sintética para mejorar
esas caracteristicas. Curiosamente, encontramos una gran variacion entre las
estaciones en la respuesta de la calabaza al aumento de la temperatura y la adicion
de fertilizantes en varias caracteristicas, incluida la atraccion de visitantes florales

legitimos y el éxito reproductivo de la planta.

Los experimentos previos sobre el impacto del aumento de la temperatura en el
crecimiento, las caracteristicas florales, la atraccién de polinizadores y el éxito
reproductivo se han centrado principalmente en plantas templadas o alpinas (p. €j.,
Aerts et al., 2004; Klanderud, 2005; Ren et al., 2010; Liu et al., 2012; Mu et al., 2015;
Feeley et al.,, 2017; Adamson e ller, 2021). A diferencia de la mayoria de estos
estudios, nuestros resultados indican que un aumento moderado de la temperatura
ambiente (~1,5 °C) tiene efectos positivos en esta planta tropical, incluida la altura de
la planta, el nimero de hojas, el nimero de flores pistiladas y estaminadas, tamafio de
flor, concentracion de néctar, numero de visitas legitimas a flores pistiladas, numero
de semillas por fruto y reduccion de la duracion de las visitas a flores estaminadas.
Varios estudios han encontrado que un aumento en la temperatura (0.7 a 4 °C), afecta
negativamente el atractivo de las plantas para sus polinizadores debido a una
disminucién en el crecimiento, produccion y tamafio de las flores, y la produccién y
calidad del néctar (Descamps et al., 2018, 2020; Hoover et al., 2012; Liu et al., 2012;
Mu et al., 2015; Petanidou y Smets, 1996; Sato et al., 2006; Scaven y Rafferty, 2013;
Takkis et al., 2015). Las discrepancias con estos resultados pueden deberse a que
estos estudios se han centrado en plantas de regiones templadas (es decir, latitudes
superiores a 32°), donde se esperan cambios de temperatura mas drasticos (Feeley
et al., 2017; IPCC, 2022). Es importante sefialar que la respuesta de las plantas
templadas es diferente a la de las plantas tropicales (Feeley et al., 2017; Garruia-

Hernandez et al., 2014), ya que estas ultimas tienen valores de temperatura umbral
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mas altos que las primeras (Driedonks et al., 2016; Wahid et al. 2007). La sensibilidad
al calor por lo general difiere entre los tipos de cultivos, siendo mas tolerantes aquellos
cultivares tropicales adaptados a temperaturas mas altas que sus contrapartes
templadas (Driedonks et al., 2016).

El aumento en el nimero de hojas (en la época seca) y/o el tamafio de las plantas (en
ambas épocas) expuestas a mayor temperatura puede provocar un aumento en las
caracteristicas florales debido a una mayor actividad fotosintética y un aumento en el
namero de fotoasimilados. que favorecen la produccién y proporcion de flores
pistiladas, el tamafio de las flores estaminadas y la concentracion de azucar en el
néctar (Han et al., 2011; Porto et al., 2012; Queiroga et al., 2007; Weiner et al., 2009).
Sin embargo, un aumento en el niumero de flores pistiladas no necesariamente se
relaciona con un mayor amarre de frutos (en ambas épocas) o una mayor produccién
de semillas (en la época poco lluviosa). Esto puede deberse a que el cuajado y la
produccion de semillas también estan influenciados por la viabilidad, disponibilidad y
compatibilidad del polen depositado en los estigmas (Borbolla-Perez et al., 2016; Sato
et al., 2006). Por ejemplo, cuando se cultivd tomate a temperaturas moderadamente
elevadas, se redujo el cuajado de frutos y la viabilidad del polen (Sato et al., 2006).
Solo durante la estacion seca, las flores pistiladas y estaminadas a temperatura
elevada producen néctar con mayor concentracion, probablemente debido a la menor
cantidad de agua de lluvia y la menor humedad del aire encontrada en esta estacion
(63.10% en el ambiente y 60.93% dentro de la OTC, mientras que en época de lluvias
82,22% y 78,30% fuera y dentro de la OTC, respectivamente).

Por otro lado, como se esperaba, la adicibn de fertilizantes mejora algunas
caracteristicas vegetativas (es decir, altura de la planta, nimero de hojas, area foliar),
florales (es decir, numero de flores, tamafio de la flor) y reproductivas (es decir,
fructificacion, numero de semillas). Dado que las plantas monoicas, como la calabaza,
poseen flores unisexuales, los efectos del aumento de la temperatura y la fertilizacion
pueden ser diferentes para la funcion masculina y femenina (L. G. Campbell et al.,
2013; Dorken y Barrett, 2004; Goldman y Willson, 1986; Hoover et al., 2012). Por
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ejemplo, el aumento en el numero de semillas puede resultar de un aumento en la
asignacion de recursos de fertilizantes a la funciéon femenina (D. R. Campbell y
Halama, 1993). Dado que el desarrollo de frutos y semillas requiere una mayor
cantidad de recursos en comparacion con la funcién masculina (L. G. Campbell et al.,
2013; Goldman y Willson, 1986), las plantas mas grandes (es decir, aquellas que
crecieron a temperatura elevada y con fertilizacién) podrian invertir mas recursos para
la funcién femenina que las plantas mas pequefias (es decir, plantas de control; ver
Han et al., 2011). Por lo tanto, con suficientes nutrientes, las plantas de calabaza
invierten mas recursos en el desarrollo de semillas, ya que mas semillas se traducen
en un mayor éxito reproductivo. Ademas, esas plantas pueden invertir mas recursos
en la produccion de recompensas florales como el polen y el néctar. Sin embargo,
contrariamente a nuestras expectativas, encontramos que el volumen de néctar no
vario con el aumento de la temperatura o la fertilizacion. Aunque la produccion de
néctar suele ser costosa (Southwick, 1984), varios estudios han demostrado que los
cambios en la produccién de néctar no siempre estan influenciados por cambios en la
disponibilidad de recursos (David et al., 2019). En cambio, la edad y el sexo de la flor,
el periodo de floracién y la posicion de la flor en la planta son algunos factores que
pueden influir en la produccion de néctar (N.-N. Lu et al., 2015). Ademas, las plantas
con produccién de néctar variable serian menos preferidas por los polinizadores y, en
consecuencia, recibirian menos visitas (Biernaskie et al., 2002). Por lo tanto, es
probable que una producciéon constante de néctar, independientemente de las
condiciones de nutrientes, pueda ser una estrategia para mantener visitas constantes
de polinizadores, incluso a expensas de una menor produccion de otros rasgos
florales, como el niumero o el tamafio de las flores (Flacher et al., 2020), como se ve
en este estudio, donde la fertilizacion si afecta el nimero y tamafio de las flores,

principalmente pistiladas.

Tanto la cantidad y calidad de las recompensas como el nimero y tamafio de las flores
influyen en la atraccion a los polinizadores (Akter et al., 2017; Biella et al., 2019; Kudo
y Harder, 2005). Nuestro estudio mostré que un aumento en la temperatura ambiente

y/o la fertilizacibn aument6 el nimero y tamafo de las flores y la concentracion de
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azucar en el néctar. Estas modificaciones pueden explicar el aumento en el niumero
de visitas de flores pistiladas en época de lluvias y la menor duracion de las visitas a
flores estaminadas en época seca, ya que los polinizadores suelen permanecer mas
tiempo en las flores para obtener la mayor cantidad de recursos nutricionales posibles.
cuando la abundancia de flores es baja (Aguado et al., 2019; Ortiz-sanchez y Tinaut,
1994). Similar a Chen et al. (2021), encontramos que la fertilizacion organica
incrementd el numero de visitas (en época seca), probablemente porque la materia
organica de este estiércol contiene una mezcla mas diversa de micro y
macronutrientes en comparacion con los fertilizantes sintéticos; o que promueve una
mayor cantidad de nutrientes que podrian destinarse a mejorar el atractivo floral,
favoreciendo la visita de polinizadores (Fernandez et al., 2019). Del mismo modo,
Cardoza et al. (2012) encontraron que las flores de pepino tratadas con vermicompost
recibieron mas visitas de polinizadores probablemente porque la fertilizacion con

vermicompost promueve sefiales volatiles en las flores mas que sefales visuales.

Sorprendentemente, encontramos significativamente mas semillas por fruto en la
temporada de lluvias en aquellas plantas enriquecidas con fertilizacion que recibieron
menos visitas de visitantes florales legitimos. A diferencia de la época seca, los
polinizadores mas frecuentes en la época lluviosa fueron las abejas del género
Peponapis, las cuales se especializan en la polinizacion de la calabaza (Lépez-Uribe
et al., 2016). Se ha informado que una sola visita de Peponapis es 6ptima para un
buen cuajado de frutos en calabaza (Delgado-Carrillo et al., 2018), por lo que una sola
visita puede ser suficiente para la formacion de semillas debido a su excelente
eficiencia como polinizador. Sin embargo, no esta claro por qué las flores pistiladas de
plantas fertilizadas en la temporada de lluvias recibieron menos visitas de abejas que

las plantas no fertilizadas.

Rara vez se observaron interacciones entre la temperatura y la fertilizacién en ambas
temporadas, excepto en la atraccion de polinizadores (i.e., numero y duracion de las
visitas) y el numero de semillas por fruto. Por ejemplo, encontramos que el nimero de

visitas a las flores pistiladas en la estacidon seca se incrementé a temperatura ambiente
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y con la adicién de fertilizantes organicos, mientras que en las flores estaminadas
ocurre lo contrario. También encontramos una disminucion en la duracion de las visitas
a flores pistiladas y estaminadas en plantas a temperatura ambiente con fertilizacion
sintética en la época de lluvias y secas, respectivamente. Estos resultados indican que
la temperatura y la fertilizacion tendran efectos complejos y multiples sobre los

polinizadores que apenas estamos vislumbrando y comprendiendo.

Se destaca que un pequefio aumento de 1,5 °C en la temperatura ambiente tendra
impactos positivos en las caracteristicas vegetativas y florales y tendra implicaciones
directas en el éxito reproductivo a través del aumento en la produccion de semillas
debido a un aumento en la visita de polinizadores. Sin embargo, es importante sefalar
gue estos efectos varian entre estaciones, lo que sugiere una gran variacion temporal
en las respuestas de las plantas a la temperatura y la disponibilidad de nutrientes.
Incluso cuando las plantas tropicales pueden ser menos vulnerables a temperaturas
mas altas que las plantas templadas, se necesitan estudios sobre la respuesta de sus
interactuantes (mutualistas y antagonistas) para comprender si las especies de plantas
eran propensas a persistir en escenarios de cambio climatico. Ademas, mas estudios
deberian examinar los efectos de otros impulsores principales del cambio global (por
ejemplo, la deposicion de nitrégeno, el aumento del diéxido de carbono atmosférico;
Hoover et al. 2012) en los cultivos principales para tener una mejor visién de lo que

depara el futuro en términos de seguridad alimentaria.
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ANEXOS

Figura S1. Rasgos florales medidas en flores pistiladas y estaminadas de Cucurbita pepo
durante la época seca y lluviosa bajo tratamientos de temperatura y fertilizacion. (A) didmetro
de la corola, (B) didametro del tubo floral, (C) longitud del tubo floral, (D) ancho del pétalo, (E)
longitud del estambre, (F) longitud del estilo-estigma.
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Figura S2. Correlaciones de Pearson entre todas las caracteristicas florales medidas en flores
pistiladas de C. pepo durante la estacion seca. CD = diametro de la corola; FTD = diametro del
tubo floral; FTL = longitud del tubo floral; PW = ancho de pétalo; LSS = longitud del estilo-
estigma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura S3. Correlaciones de Pearson entre todas las caracteristicas florales medidas en flores
estaminadas de C. pepo durante la estacion seca. CD = didmetro de la corola; FTD = didmetro
del tubo floral; FTL = longitud del tubo floral; PW = ancho de pétalo; LS = longitud del
estambre. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura S4. Correlaciones de Pearson entre todas las caracteristicas florales medidas en flores
pistiladas de C. pepo durante la estacion lluviosa. CD = diametro de la corola; FTD = diametro
del tubo floral; FTL = longitud del tubo floral; PW = ancho de pétalo; LSS = longitud del estilo-
estigma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura S5. Correlaciones de Pearson entre todas las caracteristicas florales medidas en flores
estaminadas de C. pepo durante la estacion lluviosa. CD = diametro de la corola; FTD =
diametro del tubo floral; FTL = longitud del tubo floral; PW = ancho de pétalo; LS = longitud
del estambre. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Tabla S1. Resultados de los analisis que prueban los efectos de la temperatura, la fertilizacion
y su interaccion sobre las caracteristicas vegetativas y florales, los visitantes florales legitimos
y el éxito reproductivo de Cucurbita pepo durante la estacidn seca y lluviosa. Se muestran los
valores ANOVA (valor F) o GLM (32) y los valores p (*).
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Parameters Dry season Rainy season
Temperature  Fertilizaction T*F Temperature  Fertilizaction T*F

Vegetative traits
Plant height F154=71.15%** F,5,=0.97 F254=1.54 1?1=8.04** Y22=21.53%** v?2=0.61
Number of leaves ¥?1=4.69* ¥22=8.18 *** v?2=0.73 ¥?1=0.02 YPa=1.52%** v?2=0.61
Leaf area ¥*1=0.65 ¥?2=17.38 *** 42,192 v’1=1.81 122=120.37%**  42,-1.66
Floral traits

Pistillate flowers
Timing of flowering v?1=0.05 v%2=1.97 v%2=0.03 ¥?1=0.01 ¥%2=0.76 v2=1.74
Number of flowers ¥?1=4.80* ¥2o=7.13%* ¥?2-0.59 ¥?1=8.56** 122=9.00%** ¥?2-0.35
Corolla diameter F1,4g:0.09 F2,49:0.67 F2,49:0.49 F1,65:7.10** F2,55:13.39*** F2,79:1.37
Nectar volume F1,2621.95 F2,26:0.09 F2,26:0.12 X21:0.53 X22:1.45 X22:1.07
Sugar concentration F1,26=8.80** F2,26=0.25 F226=7.097**  ¥%-2.56 ¥22=0.42 v?2=0.16
Flower sex ratio ¥?1=3.92* ¥22=13.71%* ¥22=4.26 1?1=3.85%* Y2o=14.27%%*%  42%,.1.07

Staminate flowers
Timing of flowering ¥21=16.73***  42-1.67 ¥?2=1.35 ¥?1=0.92 ¥?2=1.25 ¥22=1.41
Number of flowers ¥*1=2.32 ¥2o=A3.87%*%* 4% 24.96%** 42 1545%*%* 42, 217 ¥?2-0.14
Corolla diameter F1,73:30.22*** F2,73:1.33 F2,73:2.28 F1,79:13.37*** F2,79:O.15 F2,79:0.71
Nectar volume F1,3o:2.16 F2,3o:0.47 F2,3o:3.10 X21:1.77 X22:0.80 X22:0.93
Sugar concentration F130=7.06* F230=4.52* F230=2.15 1?1=2.76 1%2=0.07 1%2=0.06
Legitimate floral visitors

Pistillate flowers
Number of legitimate visits ¥*1=1.30 ¥22=16.02%** 4% 4.67* 121=20.44%** 42 6.71** ¥?2=2.54
Duration of visit ¥*1=0.84 ¥22=3.46* ¥?2-0.66 1?1=0.21 2-6.89** ¥22=3.33*

Staminate flowers
Number of legitimate visits ¥*1=0.57 ¥22=3.41% y2o=11.44%** 42,146 ¥?2-0.96 y2o=11.25%**
Duration of visit v?1=2.05 ¥22=5.84** ¥22=8.14%** y21=7.45%* 122=0.54 v?2=0.93
Reproductive success
Fruit set ¥*1=<0.01 v22=4.78% v?2=1.94 v’1= 0.09 y22=1.57 v?2=1.26
Number of seeds v*1=1.15 ¥?2=36.06%**  4%_49.39%**  42,_63.97***  y%_134,06***  y?)-25.34***
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