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PRESENTACION

Las especies diestilicas se caracterizan por presentar poblaciones con dos morfos
florales que exhiben hercogamia reciproca y generalmente son autoincompatibles. Estos
dos atributos (polimorfismo y autoincompatibilidad) de la diestilia se han interpretado
como mecanismos independientes que favorecen la fertilizacion cruzada. Sin embargo,
dado que la transferencia de polen en estas especies depende en gran medida de la
actividad de forrajeo de animales generalmente nectarivoros, es razonable pensar que
variaciones morfo-especificas en la produccion de néctar puedan afectar el éxito de
polinizacion en estas especies. En el presente trabajo abordamos estas hipétesis desde
un enfoque observacional y experimental usando como modelo de estudio a la especie
Palicourea demissa Standl. (Rubiaceae), un arbusto diestilico que constituye un recurso
alimenticio para varias especies de aves nectarivoras y frugivoras en selvas nubladas de
Los Andes venezolanos. Hemos partido de la premisa de que si la diestilia en esta
especie promueve una eficiente fertilizacion cruzada, entonces i) polinizaciones
intramdrficas deben ser inviables y por otra parte, la posicion de anteras y estigmas
entre morfos debe ser altamente reciproca. Como consecuencia de ello, ii) el flujo de
polen debe ser predominantemente intermorfo. Adicionalmente, si variaciones en la
oferta de néctar afectan drasticamente el comportamiento de los polinizadores, entonces
iii) en P. demissa los patrones de produccién y oferta de néctar deben ser
independientes del morfo floral y, en consecuencia, los morfos florales deberan
experimentar tasas de visita y de deposicion de polen similares. Los resultados y
nuestros comentarios sobre la evaluacion de estas hipo6tesis se muestran a continuacion

en tres capitulos sucesivos estructurados a manera de articulo cientifico.
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CAPITULO 1

DIMORFISMOS E INCOMPATIBILIDAD EN Palicourea demissa (RUBIACEAE), UNA

ESPECIE DIESTILICA DE SELVAS NUBLADAS EN VENEZUELA.

RESUMEN

La diestilia es un dimorfismo caracterizado por que dentro de una poblacion ciertas
plantas exhiben flores con estilo largo y estambres cortos (longiestiladas) y otras presentan el
patron opuesto (breviestiladas). Generalmente, estos morfos florales son autoincompatibles y sélo
desarrollan semillas cuando ocurren cruces intermorfo (legitimos). Estos dos componentes de la
diestilia se han interpretado como mecanismos que favorecen la fertilizacion cruzada. En este
trabajo exploramos el rol funcional de la diestilia (incluyendo dimorfismo en frutos y semillas)
usando como modelo a Palicourea demissa Standl. (Rubiaceae), una planta diestilica de selvas
nubladas en Los Andes venezolanos. Los morfos florales de P. demissa son autoincompatibles y
solo presentaron estrecha reciprocidad entre los érganos sexuales (anteras y estigma) que se
ubican en la posicién mas baja en sus flores, ello podria generar diferencias en el éxito de
polinizacion de los morfos. Las plantas breviestiladas exhibieron frutos y semillas més grandes
que las planas longiestiladas, sugiriendo que las plantas breviestiladas podrian tener mayor
potencial de establecerse dentro de la poblacion estudiada. Sin embargo, dado que los morfos
presentan una relacion de 1:1, se hace necesario estudiar a futuro el efecto de las asimetrias en
frutos y semillas, al igual que el efecto de depredadores y dispersores de semilla sobre la

adecuacion de los morfos de P. demissa en sus poblaciones naturales.

Palabras clave: hercogamia reciproca, exogamia, heteroestilia, Palicourea, selva nublada



1. INTRODUCCION

Las plantas con flores son predominantemente hermafroditas (Bawa et al. 1985, Fetscher
2001, Barrett 2002 a y b, Cesaro et al. 2004). Esta condicion sexual, en la que ambos 6rganos
sexuales se ubican dentro de la misma flor, puede representar algunos costos reproductivos ya
que facilita la interferencia fisica entre anteras y estigmas, promoviendo asi, imprecisiones en la
trasferencia de polen (Lloyd & Webb 1986, Webb & Lloyd 1986, Fetscher 2001, Barrett 2002 a 'y
b) y aumentos en su autodeposicién, lo cual puede impedir que polen proveniente de plantas
coespecificas fecunde dvulos (Galen et al. 1989, Waser & Price 1991, Broyles & Wyatt 1993,
Dinnétz 1997, Sage et al. 1999). De esta manera, se pueden aumentar los niveles de desperdicio
de gametos masculinos a través de autopolinizaciones y acarrear posibles consecuencias
negativas sobre la adecuacion de las especies como consecuencia de la endogamia (Charlesworth
& Charlesworth 1987, Barrett 2002 a 'y b, Cesaro et al 2004, Bailey & McCauley 2006). A pesar
de ello, una estrategia que permite a especies hermafroditas reducir tales costos reproductivos, es
la separacion espacial de anteras y estigmas dentro de la misma flor (hercogamia) (Lloyd &
Webb 1986, Webb & Lloyd 1986, Fetscher 2001, Barrett 2002 a y b, Murcia 2002).

La heteroestilia es un polimorfismo floral donde las poblaciones de una especie pueden
estar compuestas por dos (diestilia) o tres (triestilia) morfos que difieren reciprocamente en la
altura a la cual se posicionan las anteras y los estigmas (hercogamia reciproca) (Ganders 1979,
Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002 a). En el caso de la diestilia, las flores que presentan el
estigma a una altura inferior a la posicién de las anteras son denominadas breviestiladas o
“thrum” y aquellas con el patron invertido, se designan longiestiladas o “pin”. Este dimorfismo

usualmente esta acompafiado por otras diferencias morfolégicas accesorias (los morfos pueden



diferir también en: tamafio y forma del estigma y papilas estigmaticas, tamafio de anteras y
cantidad de granos de polen/antera) y por un sistema de autoincompatibilidad (Ganders 1979,
Dulberger 1992, Barrett et al. 2000, Barrett 2002 a), que permite el desarrollo de frutos y semillas
solamente en cruces intermorfos (Dulberger 1992, Teixeira & Machado 2004 a y b, Lopes &
Buzato 2005). Darwin (1877) Ilamé a este tipo de cruce “legitimo” y a aquellos intramorfos
“ilegitimos”.

Actualmente se reconocen dos roles funcionales para explicar el significado adaptativo de
la diestilia; por un lado, el polimorfismo promueve una mayor precision en la transferencia de
polen y por otro, el sistema de autoincompatibilidad evade pasivamente autofecundaciones y
endogamia (Barrett 2002 a). A pesar de ello, algunas de las caracteristicas morfolégicas asociadas
a la diestilia pueden no manifestarse o presentar considerables variaciones entre especies
(Ganders 1979, Dulberger 1992, Faivre & McDade 2001); por su parte, la autoincompatibilidad es
un atributo que no se expresa en algunas especies heterostilicas (Dulberger 1992, Castro y
Oliveira 2001), en otras lo hace parcialmente (Sobrevila et al. 1983) y en una gran mayoria se
desconoce su manifestacion (Barrett 1992). Adicionalmente, poco conocemos sobre posibles
asimetrias en atributos de fruto y semillas en especies diestilicas, siendo este, un aspecto que
podria darnos luces para interpretar la coexistencia de los morfos en sus poblaciones naturales,
especialmente en aquellas especies que no manifiestan reproduccion clonal.

Palicourea demissa (Rubiaceae) es una especie diestilica polinizada por colibries en
selvas nubladas de Los Andes venezolanos y la hemos tomado como modelo de estudio para
abordar algunas hipétesis en torno a la funcion de la diestilia en Angiospermas. Hemos partido de
la premisa que si la hercogamia reciproca presente en P. demissa favorece su éptima polinizacién

cruzada; entonces, i) las flores de los diferentes morfos deberan exhibir estrecha reciprocidad en



la posicion de sus Organos sexuales. Por otra parte, si el sistema de autoincompatibilidad se
expresa en esta especie, entonces, ii) el desarrollo de frutos debera darse solamente en cruces
intermorfos. Para evaluar estas hipdtesis, examinamos varios atributos florales asociados a la
facilitacién de la polinizacion cruzada en especies heterostilicas y evaluamos experimentalmente
el efecto de la polinizacion intra e intermorfica sobre la produccion de frutos en ambos morfos.
Ademaés de ello, exploramos posibles asimetrias en atributos de frutos y semillas en las plantas de

cada morfo en esta especie.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio: Los experimentos de polinizacion manual y muestreos de material
vegetal para analisis morfométrico, se llevaron a cabo en la selva nublada La Mucuy (8° 38" Ny
71° 02" W; 2300-2400 m.s.n.m), Parque Nacional Sierra Nevada, Mérida — Venezuela. En esta
zona la temperatura media anual es de 14° C y la precipitacion anual presenta entre 2800 y 3400
mm con picos en abril - mayo y en octubre — noviembre; ademas, la entrada de agua por neblina
representa cerca de 300 mm (Ataroff & Rada 2000). Estructuralmente, esta selva nublada esta
conformada por tres estratos bien marcados: un sotobosque dominado por Rubiaceas,
Pteridofitos, Araceas y Acantéaceas (0 - 4 m), un estrato con arboles de hasta 20 m y un estrato de
arboles emergentes que pueden alcanzar hasta de 35 m (Rengifo et al. 2005). Uno de los rasgos
mas caracteristicos de esta selva, es la presencia de helechos arborescentes de la familia
Cyatheaceae y de plantas epifitas, las cuales en este ambiente, alcanzan su maxima expresion en

biomasa y diversidad si se compara con otros bosques andinos (Ataroff & Sarmiento 2004).



2.2. Especie estudiada: Palicourea demissa Standl. (Rubiaceae) esta representada por
arbustos de 3-8 metros de altura que se desarrollan en sitios en regeneracion secundaria dentro de
las selvas nubladas de Los Andes venezolanos (obs. pers., Figura 1.1A). Las inflorescencias de
esta especie exhiben raquis rojizo y flores amarillas, pediceladas y gamopétalas (Figuras 1.1B-D),
las cuales inician su antesis entre las 0530 y 0730 h y tienen una longevidad de 12 a 14 horas
aproximadamente (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006). En la selva nublada La Mucuy esta
especie esta compuesta por individuos diestilicos que presentan una relacion proporcional de 1:1
(Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006) y florecen desde enero hasta octubre con un pico entre
mayo Yy junio (Valois-Cuesta & Soriano, datos sin publicar). Los frutos son drupas de forma
eliptica y color verde con ligeras lineas blancas cuando inmaduros y, globosos, suculentos de
color azul oscuro cuando maduran totalmente, éstos contienen dos semillas de péarenos

planoconvexos con canales en la superficie dorsal (Figuras 1.1 E - F).

2.3. Caracteristicas florales asociadas a la funcion de la diestilia: Seleccionamos 60
plantas al azar (n = 30 plantass/morfo) y recolectamos varias flores de diferentes
inflorescencias/planta, las cuales preservamos en etanol (70%). En el laboratorio, con la ayuda de
un vernier digital Mitutoyo CD - 8” (0,01 mm de precisién) medimos en cada una de ellas la
longitud de la corola, didmetro del espacio de entrada al tubo de la corola, altura a las anteras y al
estigma, longitud de anteras y lobulos estigmaticos, asi como también la separacion espacial
antera-estigma (Figura 1.2). Ademas, calculamos la hercogamia intramoérfica e intermorfica
(reciprocidad relativa) asi: Hercogamia intramorfica = (altura antera — altura estigma)/(altura
antera + altura estigma); Reciprocidad relativa = (altura antera — altura estigma reciproco)/(altura

antera + altura estigma reciproco) (Richards & Koptur 1993, Herndndez & Ornelas 2007a).



Figura 1.1. Palicourea demissa (Rubiaceae): A - Habito de crecimiento; B - Inflorescencia, C -
Flor breviestilada, D — Flor longiestilada, E - Infrutescencia con frutos en desarrollo y maduros, F

- Semilla. Barra: 1men A, 5cmenByE,5mmenCyD, 1 mmenF.
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Figura 1.2. Atributos florales de Palicourea demissa (Rubiaceae): 1 - Longitud de la corola, 2 -
Apertura del tubo de la corola, 3 - Altura a las anteras, 4 - Altura al estigma, 5 - Longitud de
anteras, 6 - Longitud de I6bulos estigmaticos, 7 - Separacién antera - estigma. Todas las medidas

fueron realizadas en ambos morfos florales.

2.4. Morfometria y produccion de polen: Siguiendo el mismo tratamiento de colecta y
conservacion del material vegetal descrito en la seccion 2.3, examinamos botones florales en un
estereoscopio Wild Heerbrugg M5A, en este proceso, seleccionamos una antera por boton floral y
un granos de polen por antera, estos fueron observados en un microscopio Leite Dialux 20 EB y
medidos con un micrometro ocular (Kearns & Inouye 1993). EI nimero de granos de polen por
antera, fue contabilizado a partir de 54 botones florales (una antera por boton floral de 27 plantas
por morfo), para ello, las anteras fueron estrujadas sobre un porta objetos en una gota de glicerina
y luego bajo el microscopio procedimos a realizar el conteo con un contador manual. EI nimero
de granos de polen por flor, fue estimado multiplicando el promedio de granos de polen por

antera x nimero de anteras por flor (Cruden 1977, Kearns & Inouye 1993).



2.5. Caracteristicas morfo-especificas de frutos y semillas. Dado que el tamafio de los
frutos se puede relacionar positivamente con su porcentaje de remocién por dispersores y el
tamafio de la semilla se asocia positivamente con su porcentaje de germinacién e incluso con el
porcentaje de supervivencia de las plantulas (Smith & Fretwell 1974, Charlesworth 1988,
Wheelwright 1993, Dalling & Hubbell 2002, de Jong & Klinkhamer 2005), exploramos posibles
asimetrias en tamafio de frutos y semillas en ambos morfos como una medida indirecta para
analizar el potencial de establecimiento de cada uno de ellos en la poblacion. Para ello,
seleccionamos varias plantas al azar (n = 30/morfo) y recolectamos frutos completamente
maduros. En el laboratorio, los frutos (largo, ancho) y las semillas (largo, ancho transversal y
ancho lateral; Figura 1.3) fueron medidos con la ayuda de un vernier digital (0,01 mm de
precision). Adicionalmente, en un horno deshidratamos la pulpa y las semillas de cada fruto hasta
que ambas partes alcanzaran un peso constante (balanza electrénica Shimadzu Libror EB — 280;

0,001 g. de precision).

1

———————

|

Figura 1.3. Atributos medidos en las semillas de ambos morfos de Palicourea demissa

(Rubiaceae): 1 - Largo, 2 - Ancho transversal y 3 - Ancho lateral.



2.6. Sistema reproductivo: Con el fin de evaluar si la autoincompatibilidad se expresa en
P. demissa, realizamos los siguientes experimentos de polinizacion manual en diez plantas de
cada morfo: i) agamospermia (flores en preantesis fueron emasculadas y excluidas de visitantes
florales con bolsas de tul “tela sintética con orificios < 1,0 mm?, ii) autopolinizacion espontanea
(flores en preantesis fueron excluidas de visitantes florales hasta que se marchitaron), iii)
autopolinizacion manual (flores en preantesis fueron excluidas y posteriormente las
autopolinizamos), iv) polinizacion cruzada legitima (flores en preantesis fueron excluidas y
posteriormente las polinizamos con polen del morfo floral opuesto), v) polinizaciéon cruzada
ilegitima (flores en preantesis fueron excluidas y posteriormente las polinizamos con polen de
otra planta del mismo morfo) y vi) control (flores polinizadas naturalmente fueron marcadas al
final del dia) (Kearns & Inouye 1993). En P. demissa los estigmas son receptivos al momento de
la apertura floral (Valois-Cuesta & Soriano, datos sin publicar, obtenidos bajo el método de la
reaccion peroxidasa, Kearns & Inouye 1993); por ello, realizamos los experimentos cuando las
flores estuvieron plenamente abiertas. En los tratamientos de polinizacion cruzada, las flores
donadoras de polen fueron excluidas en preantesis y aquellas receptoras fueron emasculadas con
el fin de evitar contaminacion con polen no deseado. Las flores manipuladas fueron marcadas con
hilos de diferentes colores que indicaban su respectivo tratamiento dentro de la planta y las
mantuvimos excluidas hasta un dia después de su senescencia. Dado que los frutos de P. demissa
tardan cerca de ocho meses en madurar desde que la flor es polinizada (Valois-Cuesta & Soriano,
datos sin publicar) y que ademas, frutos en proceso de maduracién pueden ser consumidos 6
depredados (Kearns & Inouye 1993, Gonzélez et al. 2005), evaluamos los tratamientos dos meses
después de haberlos aplicado con la siguiente relacién: (frutos en desarrollo/flores tratadas) x 100

(Cohelho & Barbosa 2004, Consolaro et al. 2005, Rossi et al. 2005).
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2.7. Andlisis de datos: Con el fin de evaluar diferencias entre los morfos en los atributos
de sus flores, frutos y semillas usamos estadisticas paramétrica dado que los datos cumplieron los
supuestos (mormalidad y homogeneidad de varianza) para tales pruebas. Sin embargo, para la
aplicacion de analisis de asociacion entre variables los datos fueron transformados al log (x+1)
para incrementar su homosedasticidad. Para el caso de la evolucion del sistema reproductivo
usamos la prueba no paramétrica Chi-cuadrado con la finalidad de evaluar diferencias entre el
numero de frutos observados y esperados dentro de cada tratamiento (eficiencia del tratamiento).
Datos sin transformar (media + error estandar) y las pruebas estadisticas usadas en cada caso, se

indican sobre el texto, tablas y figuras. Los analisis fueron realizados en el programa SPSS 12.0.

3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas florales asociadas a la funcién de la diestilia: La poblacion de P.
demissa examinada en este trabajo, es tipicamente diestilica pues identificamos individuos que
exhiben flores con el estigma a una altura superior a la posicion de las anteras (flores
longiestiladas) e individuos con este patron en forma inversa (flores breviestiladas). Estos dos
morfos florales no presentaron diferencias en el nimero de anteras por flor y ambos exhibieron
estigmas bilobulados. Sin embargo, encontramos que ésta y otras estructuras variaron en tamafio
segun el morfo floral; p. e., las corolas, anteras, granos de polen y lébulos estigmaticos
presentaron mayor longitud en las flores breviestiladas que en las flores longiestiladas; en
contraste, las flores longiestiladas exhibieron mayor longitud en el estilo (altura hasta el estigma).
En muchas especies diestilicas la produccién de granos de polen/flor es un atributo diferencial

entre los morfos. Sin embargo, en P. demissa no observamos diferencias al respecto (Tabla 1.1).
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Ademas de lo anterior, encontramos que la separacion espacial anteras-estigma (hercogamia) fue
diferente entre morfos, siendo significativamente mayor en las flores breviestiladas que en las
longiestiladas (Tabla 1.1). A pesar de ello, observamos una mayor reciprocidad (valor cercano a
cero) entre la posicion de las anteras de las flores longiestiladas y los estigmas de las flores
breviestiladas (t = 0,37, P = 0,70), que entre las anteras de las flores breviestiladas y los estigmas

flores longiestiladas (t = 8,31, P < 0,0001; Tabla 1.1, Figura 1.4).

3.2. Relaciones morfo-especificas entre atributos florales: Encontramos un gran ndmero
de relaciones morfo-especificas (44 de 110 exploradas) entre los atributos florales asociados a la
funcién de la diestilia en P. demissa. Estas asociaciones se expresaron en mayor numero entre
flores breviestiladas que en las flores longiestiladas. Sin embargo, en ambos casos, encontramos
correlaciones positivas entre la longitud de la corola y aquellos atributos florales que definen la
reciprocidad en la posicion de los érganos sexuales entre los morfos. Ademas, fue interesante
observar que solamente en las flores breviestiladas, la longitud de la corola se relaciono
significativamente con el espacio de entrada a la misma (orificio por donde los polinizadores
acceden legitimamente al interior de las flores), atributo que a su vez, se relaciond fuertemente
con la altura de las anteras y su relativa separacion con el estigma dentro de las flores de éste
morfo (Tabla 1. 2).

Estas relaciones en particular, fueron exploradas posteriormente mediante analisis de
regresion lineal, el cual indic6 que la posicion relativa de las anteras y estigma dentro y entre los
morfos, asi como también, el espacio por el cual los polinizadores acceden hacia el interior de las
flores breviestiladas, pueden ser explicados fuertemente por variaciones en el tamafio del tubo de

la corola. Sin embargo, las pendientes de las regresiones mostraron que aungque en ambos morfos
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el tamafio de la corola predice fuertemente la posicion de las anteras, hay diferencias entre los
morfos en el caso de la posicién del estigma, siendo mayor la relacion en las flores longiestiladas

(Tabla 1.3, Figura 1.5).

Tabla 1.1. Valores y resultados de prueba t para las caracteristicas de las flores, frutos y semillas
de plantas longiestiladas y breviestiladas de Palicourea demissa (Rubiaceae). Valores expresados
en unidad diferente a mm se indica en la tabla. NS = No significativo (P > 0.05), * P < 0,01, **

P < 0,001, *** P < 0,0001.

Morfo floral, Media + E.E (n)

Atributo de las flores — — Pruebat
Breviestiladas Longiestiladas

Longitud de la corola 19,0 + 0,28 (100) 14,5+ 0,17 (100) 13,83 ***
Apertura de la corola 2,9+ 0,04 (100) 2,6 £ 0,03 (100) 5,76%**
Altura a la antera 19,6 + 0,23 (100) 13,3+ 0,15 (100) 23,76%**
Longitud de la antera 4,6 + 0,05 (100) 3,9 £ 0,04 (100) 10,55***
Altura al estigma 13,4 £ 0,14 (100) 17,1 £ 0,20 (100) -14,83***
Longitud del estigma 4,7+ 0,10 (100) 1,2 £ 0,02 (100) 48,40***
Diametro del polen 119,8 £ 1,49 (100) 92,7 £ 0,79 (100) 17,13%**
Polen/antera 377,0 £ 11,77 (54) 379,0 £ 10,46 (54) -0,29 NS
Polen/flor 1886,0 + 58,83 (54) 1896,0 £ 52,32 (54) -0,29 NS
Hercogamia 0,2 £ 0,005 (100) -0,1 + 0,004 (100) 48,66***
Reciprocidad relativa 0,07 £ 0,01 (100) -0,003 + 0,01 (100) 5,69***
Atributos de los frutos

Largo 8,8 £ 0,06 (150) 8,4 + 0,08 (150) 3,49*%*
Ancho 9,6 £ 0,08 (150) 9,5+0,1 (150) 0,60 NS
Masa de pulpa (g) 0,03 £ 0,001 (150) 0,02 £ 0,001 (148) 4,05%**
Atributos de las semillas

Largo 5,8 £ 0,04 (150) 5,7 + 0,05 (150) 1,19 NS
Ancho transversal 4,7 £ 0,05 (150) 4,6 + 0,04 (150) 3,05*
Ancho lateral 2,8 £ 0,04 (150) 2,8+ 0,03 (150) 1,09 NS
Masa (g) 0,025 £ 0,0005 (150) 0,022 + 0,0005 (150) 4,39***
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Figura 1.4. Hercogamia intramorfica y reciproca entre flores breviestiladas y longiestiladas de
Palicourea demissa (Rubiaceae). La linea discontinua indica la direccion del flujo de polen

legitimo entre los morfos. Diferencias en la posicién de érganos reciprocos *** P < 0,0001.

3.3. Caracteristicas morfo-especificas de frutos y semillas: Las plantas con flores
breviestiladas exhibieron frutos mas largos y con mayor masa de pulpa que los frutos producidos
por las plantas longiestiladas; igualmente, el ancho transversal y la masa de las semillas fue

mayor en frutos provenientes de plantas breviestiladas (Tabla 1.1).

3.4. Sistema reproductivo: Encontramos que P. demissa es una especie autoincompatible
(auto e intra morfo) ya que flores polinizadas manualmente desarrollaron frutos solamente en
cruces intermorfo, en este caso, las diferencias entre los morfos no fueron amplias en la cantidad

de frutos desarrollados por flores tratadas. Sin embargo, bajo condiciones naturales (flores
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control) las diferencias entre los morfos en éxito reproductivo femenino fueron mucho mas
amplia; en este sentido, las plantas breviestiladas presentaron un mayor nimero de frutos en

comparacion a lo observado en las plantas longiestiladas (Tabla 1.4).

Tabla 1.2. Coeficiente de correlacion de Pearson para rasgos de flores breviestiladas (B) y
longiestiladas (Lda) de Palicourea demissa (Rubiaceae). LC = Longitud de la corola, AC =

Apertura de la corola, AA = Altura a las anteras, AE = Altura al estigma, LE = Longitud de

I6bulos estigmaticos, LA = Longitud de anteras, TGP = Tamafo de granos de polen, P/A

Granos de polen/antera, P/F = Granos de polen/flor, H = Hercogamia intramoérfica, HR
Hercogamia reciproca. Para P/A 'y P/F, n = 54 flores; casos restantes, n = 100 flores. NS = No

significativo (P > 0,05), * P < 0,05, ** P < 0,001, *** P < 0,0001.

Bda LC AC AA AE LE LA TGP P/IA P/F H

AC 0137*** _________
AA  0,94%%* 0 45%FF  ceeeeeeees
AE  0,70%**  0,13NS  0,65%**  —cooeeeee-

LE -0,16 NS 0,28* -0,06 NS -0,44%**  -ooooee-
LA  0,49***  0,26* 0,36*** 0,33** 011NS  --------
TGP 0,02 NS 0,32** 0,10 NS -0,12NS 0,23* -0,03NS  --------

P/A -0,13NS -0,29* -0,16 NS -022NS -0,00NS -0,04NS -0,35* = =-------om-

P/F  -013NS -0,29* -0,16 NS  -0,22NS -0,00NS -0,04NS -0,35* 1,00%** oo

H 0,33** 0,39***  0,46*** -0,36** 0,45***  0,09NS  0,27* 0,07NS  0,07NS  ---------
HR  0,67***  0,23* 0,78*** 047***  -007NS 0,19NS 0,15NS -0,13NS -0,13NS 0,41***

Lda LC AC AA AE LE LA TGP P/IA P/F H

AC 0,09 NS  ---ormm-
AA  091%**  0,09NS  --wmemv
AE  0,82%** 007NS  074**  coooeeeee
LE 029%  005NS 0,24* 020%  ceeeee
LA 005NS 008NS 002NS -004NS 0,12NS  --w-mev
TGP -008NS -0,03NS -0,03 NS -0,01NS -008NS O0I0NS  ------emv
P/A  -003NS 009NS 011 NS -0,J0NS 009NS -009NS -0,11 NS -------m-
PIF -003NS 009NS 011 NS -010NS 009NS -0,09NS -0,11NS 100%**  -ceceee
H 005NS 00LNS 029**  -043** 005NS 006NS -003NS 025NS 025NS -
HR  0,74%* 017NS  077%*  057**  (23* 005NS  0,001NS  0,38* 0,38* 0.21*
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Tabla 1.3. Analisis de regresion lineal para la apertura de la corola, altura a las anteras, altura al
estigma y hercogamia reciproca en funcion de la longitud de la corola en flores breviestiladas
(Bda) y longiestiladas (Lda) de Palicourea demissa (Rubiaceae). Los datos usados para las
regresiones fueron transformados al log (x+1). NS = No significativo (P > 0,05), ** P = 0,0001,

*** P < 0,0001.

NuUmero Regresion lineal

Variables de contraste d > - Interseccion Prueba t
e flores r Pendiente

Apertura de la corola
Bda 100 0,13 0,27 ** 0,25 3,89
Lda 100 0,05 0,05 NS 0,50 0,74
Altura a las anteras
Bda 100 0,87 0,73*** 0,36 26,48
Lda 100 0,82 0,88*** 0,09 21,79
Altura al estigma
Bda 100 0,47 0,49%** 0,51 9,31
Lda 100 0,67 0,86*** 0,22 14,17
Hercogamia reciproca
Bda 100 0,46 0,41%** -0,50 9,22
Lda 100 0,54 0,57*** -0,69 10,81
4. DISCUSION

4.1. Caracteristicas florales asociadas a la funcion de la diestilia: Una de las principales
caracteristicas que define a las especies heteroestilicas (diestilicas o triestilicas) es la presencia de
hercogamia reciproca (Darwin 1877, Webb & Lloyd 1986, Barrett 2002a). Nuestro examen a las
estructuras florales de P. demissa, describe a esta especie como diestilica, ya que la misma
presenta dos morfos florales que exhiben reciprocidad en la altura de anteras y estigmas, tal como
se ha documentado en varias familias de angiospermas y especialmente en muchas especies de

Rubiaceae (Anderson 1973, Ganders 1979, Barrett 1992, 2002a, Taylor 1989, 2002).
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Figura 1.5. Relaciones entre la longitud de la corola (LC) con rasgos florales que definen la
diestilia (AA = Altura a la antera, AE = Altura al estigma. AC = Apertura de entrada a | tubo de
la corola y HR = Hercogamia reciproca) en flores breviestiladas y longiestiladas de Palicourea

demissa (Rubiaceae). Los datos fueron transformados al log (x+1).
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Tabla 1.4. Verificacion del sistema de autoincompatibilidad en Palicourea demissa (Rubiaceae)
y prueba Chi-cuadrado para evaluar diferencias dentro de los tratamientos. & = antera, Q@ =

estigma. NS = No significativo (P > 0,05), ** P < 0,02, ***P = 0,0001.

Frutos/flores Exito reproductivo

H 2
Tratamientos (3 — Q) o) (%) X

Agamospermia
Flores breviestiladas 0/29 o ..
Flores longiestiladas 0/29 o .
Autopilinizacién espontanea
Flores breviestiladas 0/50 o .
Flores longiestiladas 0/35 o .
Autopolinizacion manual
Flores breviestiladas 0/27 o L.
Flores longiestiladas 0/32 o L.
Polinizacién cruzada ilegitima
Flores breviestiladas — breviestiladas 0/31 o ..
Flores longiestiladas — longiestiladas 0/32 o ..
Polinizacion cruzada legitima
Flores longiestiladas — breviestiladas 18/21 85,7 10,71**
Flores breviestiladas — longiestiladas 20/22 90,9 14,72%**
Polinizacién natural (control)
Flores breviestiladas 36/50 72,0 9,68**
Flores longiestiladas 26/50 52,0 0,08 NS

En P. demissa la longitud de la corola al igual que la separacion anteras-estigma
(hercogamia) fue mayor en las flores breviestiladas que en las flores longiestiladas; por otro lado,
la posicion relativa de las anteras de las flores breviestiladas con relacion a la posicion de los
estigmas en las longiestiladas, no fue estrictamente reciproca, mientras que en el patron opuesto
si lo fue (Tabla 1.1). Estos patrones espaciales en la posicion de los drganos sexuales entre los
morfos, quizas podrian estar influenciados por diferencias en el tamafio de la corola en cada

morfo (ver Richards & Koptur 1993). Esta idea podria explicar el hecho de haber encontrado en
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ambos morfos fuertes relaciones alométricas entre el tamafio de la corola y aquellos atributos
florales que definen la diestilia en esta especie (Tablas 1.2 y 1.3, Figura 1.5). A pesar de ello, con
relacion a la posicion relativa del estigma, es dificil explicar cbmo posibles restricciones en el
desarrollo del tubo de la corola podrian influenciar la posicion de este érgano dentro de las flores
en ambos morfos, ya que el estilo es una estructura floral que no se encuentra unida al tubo de la
corola (ver Hernandez & Ornelas 2003). Sin embargo, es probable que diferencias en las tasas de
crecimiento de los estilos durante la fase de desarrollo de las flores influya en ello. En este
sentido, Hernandez & Ornelas (2007b) encontraron que en Palicourea padifolia el estilo de las
flores breviestiladas cesa su crecimiento en etapas tempranas del desarrollo de las yemas florales,
mientras que el estilo de las flores longiestiladas lo incrementa. Asi, los estigmas de las flores
longiestiladas podrian disponerse a una altura mayor que los estigmas de las flores breviestiladas.

Aunque existe evidencia sobre ciertos controladores genéticos asociados al componente
morfolégico de la heteroestilia (Ganders 1979, Lewis & Jones 1992, Richards & Barrett 1992),
virtualmente nos falta mucho por conocer sobre la genética del desarrollo de este sindrome (ver
Barrett 2002a). Sin embargo, desde el punto de vista funcional y adaptativo, existe consenso en
que el dimorfismo en la altura del estigma en especies diestilicas, es el resultado de presiones
selectivas que favorecen la trasferencia de polen entre los morfos (Ganders 1979, Lloyd & Webb
1992, Barrett 2002a).

Con relacion a la posicion relativa de las anteras en las flores ambos morfos, una posible
explicacion al hecho de que la altura de las anteras aumente conforme el tamafio de la corola en
ambos morfos, puede apoyarse en el hecho que los filamentos de los estambres, en esta especie,
se encentran soldados al tubo de la corola (Hernandez & Ornelas 2003, 2007b), lo cual podria

permitir que limitaciones en el desarrollo del tubo de la corola determinen la posicion relativa de
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las anteras dentro de las flores de cada morfos en plantas diestilicas (Pailler & Thomsom 1997).
Al respecto Hernandez & Ornelas (2007b) encontraron que las diferencias en la altura de la
anteras entre los morfos de P. padifolia (Rubiaceae) estan asociadas a divergencias en la tasa de
crecimiento de las yemas florales en la fases tempranas de su desarrollo (ver también Richards &
Koptur 1993). Segln Pailler & Thomsom (1997) tal relacion entre la longitud de la corola y la
altura de anteras puede ser de importancia fundamental para explicar la evolucién de plantas
breviestiladas con corolas de mayor tamafio que las plantas longiestiladas, tal como fue
observado para el caso de P. demissa.

El posicionamiento reciproco de anteras y estigmas en plantas diestilicas se ha
interpretado hipotéticamente como un mecanismo que facilita la polinizaciéon cruzada entre los
morfos (Darwin 1877, Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002a, de Jong & Klinkhamer 2005), ello
sugiere que a mayor reciprocidad en la posicion de los 6rganos sexuales, las flores de cada morfo
deberian experimentar mayores niveles de polinizacion legitima. Al respecto, Stone & Tompson
(1994) usando flores artificiales, encontraron que la probabilidad de transferencia de polen
legitimo entre los morfos de especies heteroestilicas, se relaciona negativamente con asimetrias
en la posicidn reciproca de anteras y estigmas (ver también Lau & Bosque 2003, Ornelas et al.
2004a), ello se debe a que la falta de reciprocidad entre anteras y estigmas, genera imprecisiones
en la transferencia de polen legitimo entre los morfos (Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002a).
Acorde con estas evidencias, es razonable pensar que en la poblacién de P. demissa objeto de
estudio, el flujo de polen entre los morfos florales sea predominantemente asimétrico ya que en
esta poblacion, las plantas breviestiladas podrian ser més eficientes receptoras de polen legitimo
mientras que las longiestiladas quizés podrian ser méas eficaces donadoras de polen (ver Figura

1.4).
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Patrones de transferencia de polen como el que predecimos aqui para P. demissa, se han
documentado bajo condiciones naturales y experimentales en otras especies diestilicas de la
familia Rubiaceae, las cuales, exhiben hercogamia reciproca imperfecta (Lau & Bosque 2003,
Ornelas et al. 2004a, Hernandez & Ornelas 2007a, Garcia-Robledo 2008). Bajo este escenario, la
mayor separacion espacial anteras-estigma (hercogamia) que observamos en las flores
breviestiladas de P. demissa, aunada a la mayor apertura del tubo corola que apreciamos en este
mismo morfo, podrian ser el producto de presiones selectivas que favorecen el éxito de
polinizacion de este morfo, a través de la reduccion de la interferencia fisica entre anteras y
estigma, disminucion de la probabilidad de autodeposicion espontanea de polen y facilitacion del
contacto entre los polinizadores efectivos y los estigmas menos accesibles en este morfo floral
(ver Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002a y b); este Gltimo aspecto, explica el hecho de haber
encontrado solamente en las flores breviestiladas, fuerte relaciones alométricas entre el orificio de
entrada al tubo de la corola, la altura de las anteras y su relativa separacion espacial con los
estigmas (hercogamia) (Tablas 1.2 y 1.3, Figura 1.5).

Ademas del posicionamiento reciproco de anteras y estigma, los morfos florales de
especies heterostilicas también pueden diferir en otros atributos florales tales como la cantidad de
granos de polen por flor, tamafio de anteras, granos de polen, I6bulos estigmaticos y papilas
estigmaticas (Anderson 1973, Ganders 1979, Barrett 1992, Dulberger 1992). En la mayoria de los
casos, el morfo breviestilado exhibe corolas, anteras, granos de polen y estigmas de mayor
tamafio que el morfo longiestilado (Anderson 1973, Ganders 1979, Sobrevilla et al. 1983,
Dulberger 1992, Pailler & Thomsom 1997, Contreras & Ornelas 1999, Thompson & Dommee
2000, Ornelas et al. 2004, Texeira & Machado 2004b), tal como fue documentado en P. demissa;

en contraste, el morfo longiestilado generalmente produce méas granos de polen por flor (Ganders
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1979, Sobrevila et al. 1983, Dulberger 1992, Pailler & Thomsom 1997, Ree 1997, Contreras &
Ornelas 1999, Ornelas et al. 2004a), aunque se han documentado casos opuestos (Feinsinger &
Busby 1987, Dulberger 1992, Texeira & Machado 2004a). Estos patrones sobre los dimorfismos
en especies diestilicas, ponen de manifiesto que en cuanto a la produccion de granos de polen por
flor, P. demissa podria ser considerada como una especie atipica, ya que sus morfos florales no
difieren en ese sentido (ver también Ornduff 1980, Swamy & Habadur 1984). Sin embargo, dado
que la produccion de polen por flor al igual que otros atributos asociados a la diestilia puede
variar entre las poblaciones de una misma especie (Ornduff 1980, Pailler & Thomsom 1997,
Faivre & MacDade 2001), es prematuro asumir que la relacion en produccion de polen registrada
en este estudio para los morfos de P. demissa, sea una condicién que se mantiene constante en
todas las poblaciones de esta especie en los Andes venezolanos.

En especies diestilicas el tamafio de los granos de polen generalmente se relaciona
negativamente con su cantidad por antera o flor; p. e., las flores longiestiladas usualmente
producen méas granos de polen por flor pero de menor tamafio que las flores breviestiladas
(Dulberger 1992). Ganders (1979) sugirié que el reducido tamafio de los granos de polen del
morfo longiestilado podria ser una manera de desarrollo que permite incrementar su produccién
y, de esta manera, aumentar la probabilidad de transferencia hacia los estigmas menos accesibles
de las flores breviestiladas (ver también Barrett 1992), los cuales a su vez, son generalmente mas
grandes en Rubiaceae (Sobrevilla et al. 1983, Pailler & Thomsom 1997, Hernandez & Ornelas
20073, este estudio). Al respecto Ree (1997) interpret6 el mayor tamafio de los estigmas en las
flores breviestiladas como una adaptacioén que permite a este morfo aumentar su capacidad de

recepcion de polen.
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En cuanto al dimorfismo en tamafio de polen, Dulberger (1992) sugirio que éste podria
estar relacionado a diferencias en el esculpido de la exina o en el nimero y forma de sus
aperturas; ademas, este autor cit6 que desde el punto de vista funcional, este dimorfismo podria
jugar un importante rol en la interaccion polen-pistilo en polinizaciones legitimas e ilegitimas. Al
respecto, Darwin (1877) plante6 que el mayor tamafio de los granos de polen de las flores
breviestiladas podria estar asociado a mayores requerimientos de reserva energética, pues en
polinizaciones legitimas estos granos de polen deben desarrollar tubos polinicos de mayor

longitud a través de los largos estilos de las flores longiestiladas.

4.2. Dimorfismo en frutos y semillas: Los morfos florales de especies diestilicas ademéas
de diferir en sus atributos florales, también pueden exhibir diferencias en algunos atributos de sus
frutos y semillas; p. e. en la especie diestilica P. padifolia las plantas longiestiladas producen
frutos mas grandes que las plantas breviestiladas (Contreras y Ornelas 1999, Ornelas et al.
2004a). En nuestro caso, el patron es totalmente diferente, pues las plantas breviestiladas de P.
demissa, producen frutos y semillas con mayor volumen y masa que las plantas longiestiladas.
Las razones del por qué los morfos difieren en el tamafio de los frutos y las semillas, no son
claras. Sin embargo, algunos autores han encontrado que la masa de los frutos decrece conforme
aumenta la proporcion de dafio foliar (Ornelas et al. 2004b); a partir de esta evidencia, podriamos
inferir que tasas diferenciales de herbivoria entre los morfos, quizas podria generar
diferenciaciones en la eficiencia fotosintética de cada uno de ellos y, en consecuencia, los morfos
podrian presentar diferencias en su capacidad de asignar asimilados fotosintéticos destinados al

desarrollo de sus frutos y semillas.
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Las posibles implicaciones reproductivas de estas asimetrias en frutos y semillas sobre la
adecuacion de cada morfo dentro de la poblacién, no fueron exploradas en este trabajo v,
requieren por si solas un estudio detallado en el futuro. A pesar de ello, podemos inferir de
manera preliminar que tales asimetrias en frutos y semillas probablemente cumplen un rol
fundamental en aquellos procesos que regulan el establecimiento de las plantas de cada morfo
dentro de la poblacion. Al respecto Charlesworth (1988) sugirié que el tamafio y el peso de la
semilla son indicadores de la adecuacion de la progenie (ver también de Jong & Klinkhamer
2005); en este sentido, algunos trabajos sefialan que dentro de una especie los frutos y semillas de
menor tamafio tienden a ser ignoradas por algunos dispersores (Wheelwright 1993); igualmente,
semillas con menor masa tienden a presentar menores porcentajes de germinacion (Arista et al.
1992, Ayala-Cordero et al. 2004) y si germinan, sus plantulas generalmente presentan menor
vigor (masa y tamafio) y menores posibilidades de establecerse que aquellas originadas desde
semillas con mayor masa (Jakobsson & Ericsson 2000, Dalling & Hubbell 2002, Araoz et al.
2004). A partir de estas evidencias, podriamos inferir hipotéticamente que en P. demissa la
progenie (semillas) resultante de la fecundacion de plantas breviestiladas (las cuales producen
frutos y semillas més grandes que las plantas longiestiladas), probablemente tienen un mayor
potencial de establecerse dentro de la poblacion que la progenie producida por las plantas
longiestiladas. Sin embargo, el hecho de encontrar en esta poblacion una relacion entre morfos
cercana a 1:1 (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006, ver también capitulo 2, seccién 3,1),
sugiere que otros factores tales como la viabilidad de las semillas, depredacion pre y
postdispersion, al igual que la susceptibilidad de las plantulas a la herbivoria, podrian estar
jugando un rol quizas méas importante que el del tamafio de la semillas a favor del establecimiento

equilibrado de ambos morfos dentro de la poblacién estudiada.
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4.3. Sistema reproductivo: Los resultados de nuestros experimentos sefialan que P.
demissa es una especie incompatible (auto e intra morfo) pues las flores de ambos morfos
desarrollaron frutos solamente cuando sus estigmas fueron polinizados con polen proveniente del
morfo opuesto; bajo estas condiciones, los morfos no presentaron diferencias marcadas en cuanto
a la cantidad de frutos que desarrollaron por flores tratadas, dejando en evidencia que ambos
morfos tienen el mismo potencial de transferir genes a la progenie a través de su funcién
femenina y, que ademas, los vectores de polen juegan un rol fundamental dentro del sistema
reproductivo de esta especie diestilica. Aunque aqui no examinamos los mecanismos que
gobiernan el sistema de autoincompatibilidad en P. demissa, seguramente la no fecundacion de
6vulos en cruces ilegitimos se debid a la inhibicion bioquimica del desarrollo de tubos polinicos
cuando los granos de polen son depositados sobre pistilos que presentan su mismo genotipo, tal
como se ha reportado en muchas especies heteroestilicas (Dulberger 1992).

A pesar de que bajo condiciones controladas los morfos de P. demissa no presentaron
diferencias marcadas en su éxito reproductivo femenino, bajo condiciones naturales las plantas
breviestiladas desarrollan mas frutos que las plantas longiestiladas (Tabla 1.3). Con relacion a
ello, es probable que tal diferencia en el éxito reproductivo de los morfos esté asociada a
posibles asimetrias en la transferencia de polen legitimo entre ellos (ver Figura 1.4).

En términos generales, desde el punto de vista funcional, nuestros resultados sugieren que
en P. demissa se cumple parcialmente los supuestos para que ocurra una eficiente polinizacion
cruzada entre los morfos florales de esta especie (ver Darwin 1877, Webb & Lloyd 1986, Lloyd
& Webb 1992), pues es posible que la falta de reciprocidad entre las anteras de las flores
breviestiladas y los estigmas de las flores longiestiladas aunada a la estrecha reciprocidad

observada en el patrén opuesto, genere que bajo condiciones de polinizacion natural las plantas



25

breviestiladas sean mas eficientes como receptoras de polen legitimo, mientras que las
longiestiladas podrian ser mas eficientes como donacién de polen (un posible caso de dioecia
funcional). Evaluar esta posibilidad requiere del andlisis detallado de los patrones naturales de
deposicién de polen y produccién de semillas en las plantas de ambos morfos de esta especie

diestilica (ver Capitulo 2).



CAPITULO 2

FLUJO DE POLEN Y PRODUCCION DE FRUTOSENTRE MORFOSFLORALESDE

Palicourea demissa (RUBIACEAE) EN UNA SELVA NUBLADA VENEZOLANA.

RESUMEN

La diestilia es un dimorfismo donde las poblaciones de una especie se componen de dos
morfos florales que difieren reciprocamente en la altura a la cual se ubican las anteras y los
estigmas (hercogamia reciproca). La diestilia ha sido sugerida como una de las rutas evolutivas
hacia la separacion de los sexos (dioecia), ello implica la especializacion sexual de los morfos al
punto que funcionen como plantas femeninas o masculinas. En este trabajo examinamos si los
morfos florales de Palicourea demissa (Rubiaceae), un arbusto diestilico de selvas nubladas en
Los Andes venezolanos, difieren en sus patrones de deposicion de polen legitimo y en su
produccidn de frutos y semillas bajo condiciones naturales. El polen de las flores breviestiladas es
transferido en mayor proporcion hacia los estigmas de las flores breviestiladas, mientras que los
estigmas de las flores breviestiladas son més eficientes en recepcion de polen legitimo que los
estigmas de las flores longiestiladas. Ademas, las plantas breviestiladas producen més frutos por
inflorescencia y semillas aparentemente viables que las plantas longiestiladas bajo condiciones
naturales. Estos resultados sugieren que las plantas breviestiladas podria estar trasfiriendo mas
genes a la progenie a través de su funcion femenina (évulo), mientras que las plantas
longiestiladas podrian estarlo haciendo primordialmente a través de su funcién masculina (polen).

De ser asi, podria soportarse la idea de la evolucion de la dioecia a partir de la diestilia.

Palabras clave: diestilia, especializacion sexual, exogamia, flujo de polen, Palicourea
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1. INTRODUCCION

La heteroestilia es un polimorfismo genéticamente controlado donde dos o tres morfos
florales (diestilia y triestilia respectivamente) coexisten dentro de la misma poblacién (Barrett
1992, 2002a). En el caso de la diestilia, las poblaciones estdn compuestas por individuos que
exhiben flores con pistilos largos y estambres cortos llamadas longiestiladas o “pin” e individuos
con flores que presentan estos 6rganos reproductivos en un patron invertido; estas ultimas son
[lamadas breviestiladas o “thrum” (Barrett 1992, 2002a, Dulberger 1992). Ademés del
posicionamiento reciproco de anteras y estigmas (hercogamia reciproca), los morfos pueden ser
autoincompatibles y exhibir otros polimorfismos adicionales que involucran el tamafio de anteras
y estigmas, asi como también el tamafio y cantidad de granos de polen por flor (Ganders 1979,
Barrett 1990, 1992, 2002a; Barrett & Richards 1990, Barrett et al. 2000, Dulberger 1992, Webb
& Lloyd 1986, 1992, Richards & Barrett 1992).

La hercogamia reciproca se ha interpretado hipotéticamente como un mecanismo que
promueve la polinizacion cruzada (entre morfos florales) por medio de animales (Darwin 1877).
Acorde a esta idea, el polen contenido en anteras dispuestas a diferentes niveles podria adherirse
en distintas partes del cuerpo del polinizador, las cuales a su vez, corresponderian al punto donde
los estigmas del morfo compatible contacten al animal (Barrett & Glover 1985, Lloyd & Webb
1992, Barrett 2002a, de Jong & Klinkhamer 2005). De esta manera, el polimorfismo podria
limitar los niveles de desperdicio de gametos masculinos (polen) y a su vez, podria promover una
mayor precision en su transferencia, en comparacién a lo que podria ocurrir en poblaciones donde
las flores exhiben los érganos sexuales en un arreglo uniforme (Barrett 2002a, de Jong &

Klinkhamer 2005).
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La efectividad de la hercogamia reciproca en funcion de la polinizacién cruzada, se ha
evaluado principalmente a través del examen de cargas de polen estigmaticas en flores de ambos
morfos bajo condiciones naturales (Olesen 1979a, Ganders 1979, Barrett & Glover 1985; Stone
1995, Ornelas et al. 2004a, Hernandez & Ornelas 2007a, Garcia-Robledo 2008) o experimentales
(Lau & Bosque 2003). Ganders (1979) y Olesen (1979a) entre otros, han resaltado la importancia
de la emasculacion floral (remocion de anteras) para evaluar si el dimorfismo estilar promueve la
polinizacion cruzada, pues esta practica elimina el componente ilegitimo de la carga de polen
estigmatica proveniente de la misma flor. No obstante, algunos investigadores no han encontrado
diferencias significativas en la cargas de polen estigmaticas de flores emasculadas y sin
emascular (Nishihiro & Washitani 1998, Cesaro et al. 2004) y otros han asumido que la carga de
polen estigmética es principalmente el resultado de la actividad de los polinizadores (Cariveau et
al. 2004). Por otra parte, emascular algunas flores puede ser una tarea poco préactica,
especialmente en especies donde las anteras se encuentran fusionadas al tubo de la corola (ver
Hernandez & Ornelas 2007a, obs. pers. en este trabajo) y, de realizarse, podria alterar los
patrones naturales de deposicion de polen (Stone 1995), pues tal manipulacion, seguramente
reduce el atractivo de las flores a sus polinizadores (ver Cruden & Lyon 1989, Kearns & Inouye
1993, Strauss 1997).

En este trabajo partimos de la premisa que si el posicionamiento reciproco de las anteras
y de los estigmas entre los morfos promueve una 6ptima polinizacién cruzada, comparado a lo
que podria ocurrir en poblaciones donde las flores presentan una uniformidad en el arreglo de los
organos sexuales, entonces, deberiamos esperar que i) en la poblacion de P. demissa en La
Mucuy, donde hemos evidenciado una estrecha reciprocidad entre las anteras de las flores

longiestiladas y los estigma de aquellas breviestiladas (Capitulo 1), el flujo de polen legitimo (del
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morfo opuesto) sea predominantemente a favor del morfo breviestilado y por lo tanto, las plantas
de este morfo, ii) deberian exhibir una mayor proporcion de frutos y semillas en condiciones
naturales. Para evaluar estas hipdtesis, registramos patrones naturales de deposicién de polen

sobre estigmas y cuantificamos la produccién de frutos y semillas en ambos morfos florales.

2. MATERIALESY METODOS

2.1. Area de estudio: El trabajo de campo se realizd en la selva nublada La Mucuy,
Parque Nacional Sierra Nevada, estado Mérida, Venezuela. Una descripcion detallada de este

sitio puede verse en el Capitulo 1.

2.2. Especie estudiada: Palicourea demissa Standl. (Rubiaceae), es un arbusto de 3-8
metros de altura que forma parte de la vegetacion de sotobosque en selvas nubladas de Los Andes
venezolanos. Las flores breviestiladas de esta especie, exhiben corolas, I6bulos estigmaticos,
anteras y granos de polen de mayor tamafio que las flores longiestiladas (Figura 2.1); por otro
lado, la hercogamia reciproca es mas estrecha entre las anteras del morfo longistilado y los
estigmas del morfo breviestilado que en el patrén invertido (Capitulo 1). En La Mucuy estos
morfos presentan una relacion 1:1 (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006), sus flores no
difieren en produccién de polen y solamente producen frutos y semillas cuando se llevan a cabo
cruces entre plantas de diferentes morfos (Capitulo 1). Los frutos de ambos morfos tardan en
madurar cerca de 32 semanas desde el momento en que la flor es polinizada (n = 11 frutos/5

plantas breviestiladas y 12/6 plantas longiestiladas) (Valois-Cuesta & Soriano, datos sin publicar)
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y son consumidos por las aves Penelope montagnii, Aulacorhynchus pracinus y Chlorospingus

ophtalmicus (obs. pers.); sin embargo, su rol como dispersoras es desconocido.

2.3. Disposicion espacial de los morfos en la poblacién: Hasta el momento sabemos que
los morfos florales de P. demissa en la selva nublada La Mucuy presentan una relacién
proporcional 1:1 (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006) y que la produccion de semillas en
esta especie depende de la disponibilidad de ambos morfos dentro de la poblacion (Capitulo 1).
Sin embargo, no contamos con evidencia que nos permita explicar si esta especie también se
reproduce por via asexual (clones). La manera como se disponen las plantas de ambos morfos
dentro de la poblacién, podria darnos luces en este sentido. Para explorar esta posibilidad, durante
el pico de floracion (mayo-junio 2008) escogimos al azar varias plantas focales de cada morfo a
través de toda la poblacion y medimos la distancia (m) entre éstas y su vecina morfo-especifica
mas cercana. A partir de estos datos también calculamos el coeficiente de segregacion (S
siguiendo los lineamientos de Pielou (1961) como sigue:

_ Frecuenciaobservada LBy BL
Frecuenciaesperada LBy BL

S=1

Donde LB y BL son combinaciones de vecindad entre plantas longiestiladas-breviestiladas y
plantas breviestiladas-longiestiladas respectivamente. Si S = 0 no hay segregacion, S = 1

completa segregacion y S = -1 afinidad espacial entre los morfos.

2.4. Auto-deposicidn espontanea de polen: Dado que eventualmente las anteras pueden
depositar polen sobre los estigmas espontdneamente, especialmente en flores breviestiladas,

podria ser engafioso asumir que la carga de polen estigmatica es Unicamente el resultado de la
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actividad de forrajeo de los polinizadores (Cariveau et al. 2004). Para explorar si en P. demissa la
autodeposicion explica en parte los patrones naturales de deposicion de polen en cada morfo,
examinamos cargas de polen estigmaticas de flores que fueron expuestas a polinizadores (n =
30/morfo) y de aquellas que fueron excluidas de los mismos desde su preantesis (n = 30/morfo).
Para excluir las flores utilizamos bolsas de tul (tela sintética con orificios < 1,0 mm) y, en ambos
casos, recolectamos los estigmas a las 1800 h. Las muestras fueron tomadas a partir de 30

plantas de cada morfo (una flor por planta).

2.5. Patrones naturales de deposicién de polen: Asumiendo que la calidad de la carga de
polen estigmatica (cantidad de polen compatible) es un reflejo del comportamiento de forrajeo de
los polinizadores y de las caracteristicas de las flores (Kearns & Inouye 1993, Murcia &
Feinsinger 1996, Cariveau et al. 2004, Engel & Irwin 2003), recolectamos flores intactas de
ambos morfos (cada dos horas entre las 0600 y 1800 h) que habian estado expuestas a
polinizaciones naturales; a estas flores les removimos el estigma, los cuales fijamos
inmediatamente en porta-objetos con gel de fushina béasica (Kearns & Inouye 1993).
Posteriormente, estas muestras fueron analizadas bajo un microscopio Leitz Dialux 20 EB y
asumiendo que los granos de polen de P. demissa > 105 um provenian del morfo breviestilado y
aquellos < 100 um pertenecian del morfo longistilado, contabilizamos la polinizacién legitima
(del morfo opuesto) e ilegitimo (del mismo morfo) sobre cada estigma (Figura 2.1). Para
comparar la capacidad de cada morfo como donante (funcion masculina) y receptor (funcién
femenina) de polen legitimo, usamos el analisis de probabilidades propuesto por Lloyd & Webb

(1992):
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Tii o (x polen sobre estigma )ijx (N°flores)j
: (N°polen/flor)ix (N°flores)i

Donde: (i polen sobre estigma)ij es el promedio de granos de polen i sobre cada estigma j; en esta

ecuacion i, j representa cualquiera de los dos morfos florales.

C

Figura 2.1. Caracteristicas del estigma y de los granos de polen en flores breviestiladas y

longiestiladas de Palicourea demissa (Rubiaceae). Barra=1 mmen Ay B; 100 umen Cy D.

2.6. Produccién de frutos y semillas bajo condiciones naturales. Para explorar posibles
asimetrias en el éxito reproductivo femenino (cantidad de frutos por inflorescencia) entre los
morfos, escogimos varias plantas al azar (n = 24 breviestiladas y 26 longiestiladas) al inicio del
periodo de fructificacion (septiembre 2007); en cada una de ellas, seleccionamos infrutescencias
inmaduras de diferentes ramas y entonces cuantificamos el nimero de frutos presentes (Gonzalez
et al. 2005). Dado que los pedicelos florales persisten en los racimos, también cuantificamos el

numero de pedicelos, como una medida del numero de flores producidas por el racimo durante el
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periodo de floracion (Ree 1997); es importante resaltar que no observamos evidencia de
depredacién de botones flores, flores abiertas y/o frutos que comenzaban su desarrollo (Figura
2.2 A-B). Ademas de lo anterior, exploramos posibles asimetrias entre los morfos en la cantidad
de semillas viables e inviables-abortadas. Para ello, seleccionamos varias plantas al azar (n =
30/morfo) de las cuales recolectamos frutos completamente maduros (n = 115 en plantas
breviestiladas y 114 en longiestiladas) de diferentes infrutescencias. La evaluacion de la
viabilidad de las semillas fue indirecta, asumiendo que aquellas semillas con apariencia regular
(tamarfio y forma consistente al promedio) eran potencialmente viables mientras que aquellas con
apariencia irregular (reducidas, amorfas y sin endosperma) fueron consideradas como inviables
(ver Arista et al. 1992, Kearns & Inouye 1993, Ayala-Cordero et al. 2004) (ver Figura2.2Cay

b).

2.7. Expresion de la funcion sexual entre los morfos florales: Con el fin de evaluar la
funcion sexual de las plantas de P. demissa, cuantificamos el nimero de 6vulos por flor (n = 100
flores/morfo, en 30 plantas/morfo) en cada morfo y luego usando los datos sobre produccién de
polen por flor (Capitulo 1), estimamos la funcion de género potencial (masculina y femenina) de

cada morfo siguiendo a Garcia-Robledo (2008) como sigue:

O\VA
OV, + (PO| X Epoti)
Aoot PO; x Epot;

- Oi\/i + (%. X Epoti)
Donde Gpot Y Apot representan la proporcion de genes que potencialmente podrian ser

transferidos a la siguiente generacion a través de la funcion femenina (6vulos) y masculina
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(polen) respectivamente; i representa cualquiera de los morfos. E,y €s un factor para ajustar a
Gpot Y Apot considerado la relacion entre el nimero de granos de polen producidos por el morfo i
(POi) en funcidn de la cantidad évulos potencialmente disponibles para polinizaciones legitimas

(OVj) asi:

Ademas de la funcion de género potencial, también estimamos la funcion de género real
(observada) en cada morfos (Garcia-Robledo 2008). Para ello, usamos como predoctores el

namero promedio de semillas aparentemente viables Sv, (ver seccion 2,6) y el nUmero promedio
de granos de polen legitimo por estigma en cada morfo PO; (ver seccion 2,5) asi:

Sv.

Greal- = PA
! SVi + (POi,- X Ereali)

PO x Ereali
real; Sv, + (%ij x Ereali)

A

Greal Y Arear SON estimadores de la contribucion genética de cada morfo a la siguiente
generacion a traves de su funcidon reproductiva femenina (semillas viables) y masculina
(donacion de polen) respectivamente. Ere, €S un factor para ajustar a Grea Y Arear, €l cual
considera la relacion entre el nimero promedio de semillas aparentemente viables por fruto
producidas por el morfo opuesto (Svj, en funcion del nimero promedio de granos de polen

donados hacia los estigmas de ese morfo (POj;) como sigue:

Sv j
Ereal ===
POj;
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Figura 2.2. Palicourea demissa (Rubiaceae): A - inflorescencia, B - infrutescencia con frutos en
desarrollo; C, a - semilla aparentemente viables y b - semilla aparentemente inviable. Escala: 3

cmenA,25cmenBy 1 mmenC.

Finalmente, con el fin de explorar si posibles asimetrias en el flujo de polen legitimo entre
los morfos, modifican su funcidon sexual (masculina y femenina) potencial, calculamos la
desviacion entre la funcién de sexual potencial y la funcion sexual real femenina 4 G) y

masculina (A A) en ambos morfos florales con la siguiente ecuacion (Garcia-Robledo 2008):

AG =G, -G,

real .
i

AA = Areali - Apoti
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Como vimos anteriormente, Grear Y Areal SON estimadores de la contribucion proporcional
real de genes transferidos por cada morfo a la siguiente generacion a través de su funcion
reproductiva femenina (semillas) y masculina (polen) respectivamente y, Gpot Y Apot, €Stiman la
proporcion potencial de genes que podian ser transferidos a la siguiente generacion a través de la
funcion femenina (évulos) y masculina (polen) respectivamente.

Dado que los morfos de P. demissa presentan una proporcion de 1:1 dentro de la
poblacion objeto de estudio (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006) y, ademas, no difieren en el
namero de inflorescencias e infrutescencia por planta (Valois-Cuesta & soriano, datos sin
publicar), pero quizas si, en el namero flores y frutos por inflorescencia e infrutescencias
respectivamente, los parametros de las anteriores ecuaciones fueron estimados a partir de datos
extrapolados a nivel de inflorescencia e infrutescencia para ambos morfos asi:

OV = niimero de 6vulos - flor it x nimero de flores - inflorescencia i™.

POi = nlimero de granos de polen - flor i* x nGmero de flores - inflorescencia i™.
Sv, = nimero de semillas viables - fruto it x nimero de frutos - infrutescencia i™.

PO; = ntimero de granos de polen i sobre estigma j x nimero de flores - inflorescencia j*

2.8. Andlisis de datos:. Las diferencias entre los morfos en su capacidad de auto
deposicién de polen, recepciéon del mismo y produccion de frutos y semillas fueron analizadas
con estadistica paramétrica, para ello los datos fueron transformados al logi 0 a su raiz cuadrada
con el fin de corregir su normalidad y homosedasticidad. En el texto, tablas y figuras se muestran
los datos (media £ 1 error estandar) sin transformar. Las pruebas estadisticas usadas, incluyendo
algunas no paramétricas para otros casos, se indican sobre el texto. Todos los analisis fueron

realizados en el programa SPSS 12.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Disposicion espacial de los morfos en la poblacion: La distancia que guardaron las
plantas focales de cada morfo con su vecino morfo-especifico més cercano fue similar en todas
las combinaciones posibles entre los morfos (planta focal — vecino méas cercano: brevistilada —
brevistilada = 2,25 + 0,43 metros, n = 15; brevistilada— longistilada = 2,20 £ 0,33, n = 19;
longistilada — longiestiladas = 2,57 + 0,36, n = 14; longistilada — brevistilada=1,97 £ 0,32; n=
18; Kruscal-Wallis, X* = 1,82, gl = 3, P = 0,60). Ademas, no observamos un patrén de

segregacion morfo-especifico entre ellos (S=-0,12).

3.2. Auto-deposicion espontanea de polen: En ambos morfos, las flores excluidas de
visitantes florales experimentaron muy poca autodeposicién de polen al compararlas con aquellas
flores expuestas a éstos (breviestiladas; excluidas = 6,8 + 2,18 granos de polen - estigma ', n = 30
flores; no excluidas = 225 + 21,7, n = 30; ANOVA, F= 99,607, P < 0,0001; longiestiladas:
excluidas = 0,83 + 0,4, n = 30; no excluidas = 79 = 7,5, n = 30; F = 108,145, P < 0,0001). A
pesar de ello, las flores breviestiladas se autodepositaron méas polen que las flores longiestiladas

(Prueba t =-2,704, P = 0,009).

3.3. Patrones naturales de deposicion de polen y produccién de frutos: Bajo condiciones
naturales los estigmas de las flores breviestiladas reciben més polen coespecifico que los
estigmas de las flores longiestiladas (breviestiladas = 132,9 + 7,2 granos de polen - estigma ', n =
210 estigmas; longiestiladas = 52,8 + 3,1, n = 210; t = 10,179, P < 0,0001). Al clasificar los

granos de polen por diferencias de tamafio, pudimos evidenciar que los estigmas de las flores
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breviestiladas reciben mayor cantidad de polen legitimo (78,6 + 4,5 granos de polen - estigma ', n
= 210) e ilegitimo (54,4 + 4,4, n = 210) que los estigmas de las flores longiestiladas (legitimo =
13,1 + 1,1 granos de polen - estigma', n = 210 flores; ilegitimo = 39,7 + 2,6, n = 210). Sin
embargo, las flores breviestiladas experimentan proporcionalmente mayores montos de
polinizacion legitima (t = 17,007, P <0,0001; Figura 2,3). Dentro de las muestras estigmaticas
examinadas, encontramos en promedio 7,3% de granos polen de otras especies, este polen no fue

clasificado y se excluy6 de los analisis.
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Figura 2.3. Proporcion de polen legitimo (compatible) e ilegitimo (incompatible) clasificado por

diferencia de tamarfos sobre los estigmas de las flores breviestiladas y longiestiladas de

Palicourea demissa (Rubiaceae). Diferencia entre morfos *** P < 0,0001

En general las flores de ambos morfos florales tienden a acumular granos de polen
coespecifico (legitimo e ilegitimo) conforme avanza el dia (ANOVA,; efecto de la hora del dia;

breviestiladas, F = 20,34, P < 0,0001; longiestiladas, F = 14,72, P < 0,0001). Sin embargo, los
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estigmas de las flores breviestiladas experimentan montos significativamente superiores a los de
las flores longiestiladas (Figura 2.4A); a pesar de ello, los estigmas de las flores breviestiladas

reciben durante todo el dia una mayor proporcion de polen legitimo (Figura 2.4B).
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Figura 2.4. Tasas de deposicion de polen coespecifico sobre estigmas de flores breviestiladas y
longiestiladas de P. demissa. A - Numero de granos de polen coespecifico por estigma y B - su

proporcion de polen legitimo. Diferencia entre morfos * P < 0,05, *** P < 0,0001.
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El anélisis de probabilidades en la transferencia de polen entre los morfos indicd que
desde el punto de vista de la funcion femenina, una flor breviestilada tiene 1,4 veces mas
probabilidad de recibir un grano de polen legitimo que uno ilegitimo, mientras que una flor
longiestilada tiene menos probabilidad (0,33) de recibir un grano de polen proveniente del morfo
opuesto. Ahora bien, al analizar los morfos desde su funcién masculina, encontramos que un
grano de polen de una flor longiestilada tiene 2,0 veces mas probabilidad de ser depositado sobre
un estigma legitimo que sobre uno ilegitimo; mientras que un grano de polen de una flor
breviestilada tiene menos (0,24) probabilidad de llegar hasta un estigma legitimo (Tabla 2.1).
Con relacion a ello, fue interesante encontrar que aunque los morfos no difieren en la cantidad de
flores por inflorescencia (breviestiladas = 122,4 + 7,3 flores - inflorescencia ', n = 48
inflorescencias; longiestiladas = 109,5 + 5,9, n = 55; ANOVA, F = 1,92, P = 0,169), las
infrutescencias de éstos, si difieren significativamente en la cantidad de frutos en desarrollo,
siendo mas productivas las plantas breviestiladas (breviestiladas = 68,4 + 4,9 frutos -
infrutescencia ', n = 48 infrutescencias; longiestiladas = 52,5 + 3,2, n= 55; F = 7,68, P = 0,007,
Figura 2.5A).

En ambos morfos la cantidad de semillas aparentemente viables fue significativamente
superior al nimero de semillas abortadas (breviestiladas: potencialmente viables = 215, abortadas
= 15 semillas, n = 230 semillas; Chi-cuadrado, X* = 173,91, gl = 1, P < 0,0001; longiestiladas:
potencialmente viables = 194, abortadas = 34, n = 228; X* = 112,28, gl = 1, P < 0,0001). Sin
embargo, las plantas breviestiladas producen en promedio mas semillas aparentemente viables
por fruto que las plantas longiestiladas (breviestiladas = 1,9 + 0,03 semillas aparentemente
viables - fruto, n = 115 frutos; longiestiladas = 1,7 + 0,04, n = 114; t = 3,14, P = 0.002; Figura

2.5B). La relacion entre semillas potencialmente viables y abortadas, fue superior en plantas
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breviestiladas (viables/abortadas = 14,3, n = 230 semillas) que en plantas longiestiladas (5,7, n =
228), ya que esta ultimas presentaron mas semillas abortadas por fruto (breviestiladas = 0,1 +
0,03 semillas abortadas - fruto™, n = 115 frutos; longiestiladas = 0,3 + 0,04, n = 114; t = -3.15, P

= 0.002; Figura 2.5B).

Tabla 2.1. Probabilidades que tiene un determinado grano de polen de ser transferido a los

estigmas de cada morfos. ** Polinizacion legitima, * polinizacion ilegitima.

Donador (polen) Receptor (estigma)
Longiestilado Breviestilado

Longiestilado 0,92 x 10°" 1,83x 10°"

Breviestilado 0,31 x 1073 ** 1,27 x 103 *

200 q
_'g Breviestiladas
T C— Longiestiladas
g o 150
58 A
8 T
2 100 4 *kk
8 £
s Y
o T
S <2 50 =
o=
o]
-
p4 0- ,
Flores Frutos
25 4
o
B Kkk
e 2.0 B
8- ;
> 2 T
82 151
5 8
9 g 1.0 4
o=
o=
*k*
0.5
5
=z
0.0 | 2.

Viables Inviables

Figura 2.5. (A) Produccion de flores, frutos y (B) numero de semillas aparentemente viables y
abortadas (inviables) en plantas breviestiladas y longiestiladas de P. demissa (Rubiaceae).

Diferencia entre morfos *** P < 0,01.
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3.4. Expresion de la funcion sexual de los morfos. Nuestro analisis sobre la funcion
sexual de los morfos florales de P. demissa, sefiald que las plantas breviestiladas (244,9 + 14,6
6vulos - inflorescencia !, n = 48 inflorescencias; 230956,4 + 13802,1 granos de polen -
inflorescencia ', n = 48) no difieren de las plantas longiestiladas (219,2 + 11.8 6vulos -
inflorescencia ', n = 48; 207767,1 + 11169,4 granos de polen - inflorescencia ', n = 48) en sus
funciones sexuales potenciales (Apot [breviestiladas = 0,4741 + 0,02, n = 48; longiestiladas =
0,5259 + 0,02, n = 48; F = 3,71, P = 0,06]; Gy [breviestiladas = 0,5259 + 0,02, n = 48;
longiestiladas = 0,4741 + 0,02, n = 48; F = 3,51, P = 0,06]; Figura 2.6A). Sin embargo, al
analizar la funcién sexual real de los morfos basandonos en estimados sobre donacion de polen
legitimo (funcién masculina) y produccion de semillas aparentemente viables (funcién femenina),
encontramos que los morfos presentaron importantes diferencias (donacién de polen hacia el
morfo opuesto [breviestiladas = 1435,5 + 77,2 granos de polen - inflorescencia!, n = 55
inflorescencias; longiestiladas = 9625,2 + 575,2, n = 48]; produccién de semillas aparentemente
viables [breviestiladas = 139,7 + 9,4 semillas - infrutescencia ', n = 48 infrutescencias;
longiestiladas = 89,3 + 5,5, n = 55); en este sentido, las plantas breviestiladas mostraron mayor
éxito reproductivo femenino (Grea: breviestiladas = 0,6055 + 0,02, n = 48 inflorescencias;
longiestiladas = 0,3945 + 0,02, n = 48; F = 37,77, P < 0,0001), mientras que las plantas
longiestiladas fueron mas exitosas a través de su funcion masculina (Ara: breviestiladas =
0,3945 + 0,02, n = 48; longiestiladas = 0,6055 + 0,02, n = 48; F = 37,77, P < 0,0001; Figura
2.5B); esto determind que la funcion sexual real (observada) en ambos morfos, se encontrara
desviada significativamente de su funcién sexual esperada o potencial (efecto del morfo floral;
desviacion desde Gpo; F = 45,80, P < 0,0001; desviacion desde Apq; F = 47,29, P < 0,0001;

Figura 2.5C).
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44

(Rubiaceae). (C) Desviacion de la funcion sexual real (observada) a partir de la funcién potencial.
Direfencias entre los morfos *** P < 0,0001.
4. DISCUSION

4.1. Disposicion espacial de los morfos en la poblacién: Uno de los factores que indica la
presencia de reproduccion clonal en plantas diestilicas es la formacién de parches conformados
por individuos de un mismo morfo floral. En nuestro caso, no observamos un patron de
segregacion morfo-especifico (conformacién de parches del mismo morfo) entre las plantas de P.
demissa; ello indica que las plantas de cada morfo se establecen de manera aleatoria dentro de la
poblacion (ver también Ree 1997 y Ornelas et al. 2004b) y ademas, sugiere que la adecuacion de
los morfos depende en gran medida de su éxito reproductivo por la via sexual. En este sentido, es
posible que este patron de disposicién aleatoria encontrado entre los morfos de P. demissa,
favorezca su éxito de polinizacion, pues el hecho que las plantas de ambos morfos se encuentren
proximas unas de las otras en el espacio, aumenta la probabilidad que los polinizadores generen
un flujo de polen reciproco entre ellas. Este planteamiento puede apoyarse en cierta evidencia
donde se sefiala que los colibries (que en nuestro caso son visitantes frecuentes de P. demissa)
preferiblemente vuelan distancias cortas y visitan las plantas mas cercanas a menos que el recurso

que ofrezcan sea de muy baja calidad (Wolf & Hainsworth 1990).

4.2. Auto-deposicion espontanea de polen: En P. demissa las flores excluidas de
visitantes florales experimentan una insignificante auto-deposicion espontanea de polen al
compararlas con aquellas flores control (ver también Hernandez & Ornelas 2007a). Ademas de
ello, mediante algunas observaciones de campo hemos registrado varias especies de colibries

visitando las flores de P. demissa a una tasa relativamente constante durante todo el dia (Capitulo
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3). A partir de esto, podriamos inferir que las variaciones que encontramos bajo condiciones
naturales en las cargas de polen estigmaticas de ambos morfos de P. demissa, son principalmente
el resultado de la actividad de forrajeo de sus visitantes naturales (ver Cariveau et al. 2004 y
Capitulo 3). Varios trabajos apoyan esta apreciacion; p. e. Young & Stanton (1990) encontraron
que en la especie Raphanus sativus (Brassicaceae) tanto la remocién de polen desde las anteras
como la deposicion de éste sobre estigmas, se correlaciona positivamente con el nimero de
visitas florales que experimentan las plantas (ver también Rush et al. 1995); igualmente,
Rademarker et al. (1997) estimaron que durante una singular visita (a flores recién abiertas) el
abejorro Bombus terrestris colecta un monto de polen del cual aproximadamente el 60% es
depositado en la siguiente flor visitada. Por su parte, Herndndez & Ornelas (2007a) sugirieron
que los patrones de deposicion de polen de la especie Palicourea padifolia, donde flores
breviestiladas reciben mas polen legitimo que las flores longiestiladas, pueden ser atribuidos a la

dinamica de forrajeo de sus visitantes florales, los cuales son principalmente colibries.

4.3. Expresion sexual de los morfos florales de P. demissa: En un gran nimero de
especies heteroestilicas los estigmas de las flores longiestiladas reciben més granos de polen que
los estigmas de las flores breviestiladas (Levin 1968, Ornduff 1970, 1971, Ganders 1979, Olesen
1979b, Swamy & Habadur 1984), fenémeno atribuido a que las anteras en las flores
breviestiladas y los estigmas en las longiestiladas son mas accesibles a los visitantes florales
(Swamy & Habadur 1984). Sin embargo, es posible que esta tendencia tambien esté asociada a
que en estas especies, las flores longiestiladas presentan estigmas y/o papilas estigmaticas de
mayor tamario que en las breviestiladas, lo cual seguramente aumenta su probabilidad de captura

de polen (ver Ganders 1979). Opuesto a lo anterior, en P. demissa los estigmas de las flores
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breviestiladas recibieron significativamente mas granos de polen compatible que los estigmas de
las flores longiestiladas, patron que se ha documentado en un gran nimero de Rubiéceas, en las
cuales, al igual que en P. demissa (Figura 1AB), el estigma del morfo breviestilado supera en
tamanio al del morfo longiestilado (Sobrevilla et al. 1983, Feinsinger & Busby 1987, Stone 1995,
Lau & Bosque 2003, Ornelas et al. 2004 a y b, Garcia-Robledo 2008, Hernandez & Ornelas
2007a).

Las plantas breviestiladas de P. demissa produjeron méas frutos y semillas aparentemente
viables por inflorescencia que las plantas longiestiladas (Figura 2.5). Estas diferencias en el éxito
reproductivo femenino de los morfos, pueden estar explicada por el flujo asimétrico de polen
legitimo que favorece a las flores breviestiladas (ver también Ornelas et al. 2004 a. Hernadndez &
Ornelas 2007, Garcia-Robledo 2008). Por otra parte, aunque en P. demissa solamente hemos
observado desarrollo de frutos en cruces intermorfos (Capitulo 1), no descartamos la posibilidad
que la mayor cantidad de semillas abortadas por fruto observadas en las plantas longiestiladas, se
deba a que este morfo experimenta mayores niveles de polinizacién intramérfica. En muchas
especies heteroestilicas se ha encontrado que las flores longiestiladas tienen una respuesta de
autoincompatibilidad mas debil que las flores breviestiladas (ver Dulberger 1992); p. e., Bawa &
Beach (1983) encontraron que en varias especies de Rubiaceae, el punto maximo de penetracion
de tubos polinicos “ilegitimos” en flores breviestiladas se dio a nivel del estigma, mientras que en
flores longiestiladas, los tubos “ilegitimos” podian penetrar hasta la base del estilo (ver también
Feinsinger & Busby 1987). Entonces, considerando tales evidencias, es probable que en P.
demissa granos de polen ilegitimos sobre flores longiestiladas desarrollen tubos polinicos que
quizas penetren hasta los ovarios y fecunden 6vulos. Sin embargo, es posible que debido a

mecanismos genéticos de evasion a los efectos de la endogamia y seleccion de progenie con
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mayor vigor, tales fecundaciones ilegitimas terminen en embriones abortados selectivamente (de
Jong & Klinkhamer 2005).

En especies heteroestilicas, el dimorfismo en el tamafio del estigma se ha interpretado
coOmMo un mecanismo que permite aumentar el area de recepcion de polen favoreciendo el flujo
hacia estigmas menos accesibles (Dulberger 1992); bajo esta idea, es probable que el mayor
tamafio del estigma encontrado en las flores breviestiladas de P. demissa, represente una
adaptacién que permite a este morfo, aumentar su probabilidad de recibir granos de polen
legitimo (ver Ree 1999). En especies con hercogamia reciproca imperfecta, es probable que el
tamafio del estigma sea un atributo mas importante que la posicion del mismo en explicar las
diferencias en recepcion de polen entre los morfos (Herndndez & Ornelas 2007a). Sin embargo,
nosotros sugerimos que en la poblaciéon de P. demissa objeto de estudio, tanto el tamafio y la
posicion del estigma, asi como también, la posicién de las anteras y el tamafio de la corola
seguramente juegan un rol fundamental en la facilitacion de la polinizacién cruzada entre los
morfos, especialmente hacia el morfo breviestilado; p. e., observamos que los estigmas de flores
breviestiladas tienen mayor superficie de recepcién de polen que los estigmas de flores
longiestiladas, ademas, éstos se encuentran simétricamente alineados con respecto a la posicion
de las anteras de flores longiestiladas, lo cual no ocurre en el patrén invertido (ver Capitulo 1,
Figura 1.4). Asi, basandonos en los planteamientos de la hipotesis Darviniana (Darwin 1877,
Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002a), se deberia esperar que los estigmas de las flores
breviestiladas de P. demissa experimentaran mucha mas polinizacion legitima que las flores
longiestiladas, tal como efectivamente ocurrié (ver también Stone & Tompson 1994, Lau &

Bosque 2003, Ornelas et al. 2004a, Hernandez & Ornelas 2007a).
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Aunque el tamafio del estigma y su posicion relativa con relacion a las anteras del morfo
opuesto (hercogamia reciproca) puede explicar en parte las diferencias entre los morfos en
recepcion de polen (Barrett 2002a, Ornelas e at. 2004a, Hernandez y Ornelas 2007a, este
estudio), es importante resaltar que otros atributos florales tales como la produccién de néctar
floral y sus patrones de disponibilidad espacio-temporal, también pueden jugar un rol
fundamental indirecto en la mediacion de la polinizacion cruzada entre los morfos de P. demissa,
ya que variaciones en la produccion y oferta de néctar entre los morfos, probablemente
contribuyen a recompensar diferencialmente a polinizadores efectivos y, en consecuencia, éstos
podrian generar que los morfos experimenten diferencias en su éxito reproductivo (Stone &
Thompson 1994, Murcia & Feinsinger 1996, Manetas & Petropoulou 2000, Ornelas et al. 2004a
y b). Esta posibilidad se explor6 en el capitulo 3.

Nuestro andlisis sobre la expresion sexual de los morfos de P. demissa, sugiere que en la
poblacion estudiada, las plantas breviestiladas podrian estar transfiriendo a la progenie una
proporcion de genes mucho mayor a través de su funcion femenina (évulos) que a través de su
funcion masculina (polen), mientras que plantas longiestiladas podrian estarlo haciendo de
manera inversa (Figura 26A-B) (ver también Garcia-Robledo 2008). Al respecto, Casper (1992) y
Baker (1958) sugieren que los morfos florales en plantas heteroestilicas pueden presentar una
ganancia diferencial de éxitos reproductivos a través de su funcion masculina o femenina; tal
apreciacion, ha sido considerada como una de las principales evidencias que sugieren a la
condicion diestilica como una de las rutas hacia la evolucion de la dioecia (plantas especializada
en una determinada funcion sexual) en plantas con flores (Bawa 1980, Beach & Bawa 1980). Al
respecto, Bawa (1980) sugiere que en los casos donde especies dioicas han evolucionado desde

ancestros diestilicos, los individuos masculinos han surgido desde plantas breviestiladas, mientras
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que los individuos femeninos lo han hecho a partir de plantas longiestiladas. Este razonamiento
es muy consistente, si consideramos los caracteres fenotipicos de las flores diestilicas como la
principal evidencia. Sin embargo, al evaluar el funcionamiento de muchos sistemas diestilicos,
especialmente en especies de Palicourea entre otras Rubiaceas, la apreciacion sobre el origen de
plantas masculinas y femeninas desde ancestros breviestilados y longiestilados respectivamente,
no es muy consistente; p. e., en P. demissa las plantas breviestiladas experimentaron mas
polinizacion legitima y produjeron significativamente mas frutos y semillas aparentemente
viables por inflorescencias que las plantas longiestiladas, las cuales a su vez, fueron mucho mas
eficientes que las plantas breviestiladas en la donacién de polen hacia estigmas compatibles
(Tabla 2.1 y Figura 2.5, ver también Figura 2.6). Tendencias similares a ésta han sido
documentadas en otras especies diestilicas de la familia Rubiaceae tales como Palicourea
fendleri (Lau & Bosque 2003), Palicourea padifolia (Ornelas et al. 2004a, Hernandez & Ornelas
2007a) y Arcytophyllun lavarum (Garcia-Robledo 2008), pero ver Ree (1997) para un caso
opuesto.

Aun falta mucho por conocer sobre las bases genéticas y/o los mecanismos selectivos que
gobiernan la transicion evolutiva desde la diestilia hacia la dioecia (Barrett 2002a). Sin embargo,
es probable que los polinizadores jueguen un papel importante como mediadores de un flujo de
polen asimétrico que conlleve a que los morfos se especialicen gradualmente hacia una
determinada funcién sexual (Beach & Bawa 1980, Garcia-Robledo 2008). Un aspecto
interesantes de la expresion sexual funcional de los morfos de especies diestilicas es que ésta
puede eventualmente variar con el tiempo; al respecto, en un estudio que durd cinco afos,
Gonzélez et al. (2005) encontraron que en 1998 y 1999 las plantas breviestiladas de P. padifolia

presentaron mas éxito reproductivo femenino que las plantas longiestiladas, mientras que en el
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2002 ocurrio el patron opuesto. Al respecto es probable que tales variaciones en la expresion
sexual de especies con polimorfismo floral se deba a cambios en la frecuencia, abundancia y
composicion del ensamblaje de polinizadores dentro y entre estaciones de floracion (Gonzalez et
al. 2005).

La caracteristicas genéticas de la heteroestilia (un factor dialélico Ss en diestilia y dos
factores dialélicos en triestilia Ss y Mm; Lewis & Lones 1992) son semejantes en muchas
especies de diferentes grupos de plantas no emparentados filogenéticamente y, por otro lado,
estudios moleculares de la determinacion sexual de especies con especializacion de género
(dioicas, androdioicas y ginodioicas), han revelado importantes variaciones genéticas entre taxa,
sugiriendo que la dioecia se ha originado a través de diferentes rutas evolutivas (Barrett 2002a).

Por otro lado, es importante resaltar la expresién sexual de muchas especies con
especializacion de género, puede estar regulada por los niveles de algunas fitohormonas en las
plantas (Chailakhyan 1979, Dellaporta & Calderon-Urrea 1993, Irish & Nelson 1989, Yin &
Quinn 1995); p. e., Tanimoto (2007) encontr6 que al aumentar la concentracién de Acido
Gliberilico, plantas masculinas de Sagitaria latifolia tienden a producir flores femeninas,
mientras que al aumentar las concentraciones de Paclobutrazol, plantas femeninas y trimonoicas
tienen a producir flores masculinas y hermafroditas.

En términos generales nuestros resultados sugieren que en P. demissa pudiese existir un
cierto grado de especializacion en la funcion sexual de los morfos (ver Casper 1992, Lloyd 1979).
Sin embargo, dado que posibles variaciones en la frecuencia, abundancia y composicion del
ensamblaje de polinizadores puede influenciar el éxito reproductivo de estas plantas (Gonzélez et
al. 2005), consideramos que para dilucidar esta posibilidad, se deberé profundizar ain mas en el

conocimiento de la biologia reproductiva de esta especie, a través de enfoques que nos permitan
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entender el rol que juegan los visitantes florales dentro del proceso de polinizacién intermorfica y

conocer los mecanismos bioquimicos y genéticos que regulan la expresion sexual en esta especie.



CAPITULO 3

PRODUCCION DE NECTAR EN FLORESBREVIESTILADASY LONGIESTILADAS
DE Palicourea demissa (RUBIACEAE): IMPLICACIONES SOBRE LA TASA DE VISITA

Y POLINIZACION.

RESUMEN

Las poblaciones de plantas diestilicas se caracterizan por la coexistencia de dos tipos de
individuos que difieren en algunos atributos morfolégicos de las flores. Debido a que estos
morfos florales generalmente son autoincompatibles, el éxito reproductivo de cada uno de ellos,
depende en gran medida de la actividad sus visitantes florales, la cual puede estar mediada por la
produccion de néctar en estas plantas. En este trabajo exploramos el papel de la oferta de néctar
dentro del sistema de polinizacién de especies diestilicas, para ello, usamos como modelo de
estudio a la especie Palicourea demissa (Rubiaceae), un arbusto polinizado por colibries en las
selvas nubladas de Los Andes venezolanos. Los morfos florales de P. demissa no difieren en la
calidad de la recompensa (volumen y concentracion del néctar) que ofrecen a sus visitantes
florales y ninguno de ellos, se ve estimulado a producir volumenes extras de néctar como
resultado de su interaccidon con polinizadores; en consecuencia, las plantas de ambos morfos
experimentan tasas de visita similares en el tiempo. Algunas de nuestras observaciones previas
muestran que las plantas de ambos morfos se encuentran dispuestas aleatoriamente en esta
poblacion; entonces, es probable que la homogeneidad en oferta de néctar observada aqui entre

ellas, favorezca su éxito reproductivo.

Palabras clave: diestilia, recompensa floral, colibries, exogamia, Palicourea.
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1. INTRODUCCION

En los bosques humedos neotropicales la mayoria de las plantas son polinizadas a través
de su interaccion con animales (Bawa 1990); en la gran mayoria de estas plantas, el néctar
cumple un rol importante como recompensa para los polinizadores (Simpson & Neff 1983,
Langenberger & Davis 2002, Murcia 2002). El balance energético entre los costos que supone la
produccion de néctar para las plantas y las demandas energéticas de los polinizadores, junto al
costo de extraccion del recurso desde las flores, incide directamente sobre las estrategias
reproductivas de las plantas y sobre la dindmica de forrajeo de sus polinizadores (Murcia 2002).

En varios trabajos se han documentado relaciones positivas entre la disponibilidad de
néctar y la cantidad de visitas que experimentan las plantas (Martinez del Rio & Eguiarte 1987,
Zimmerman 1983, Devlin & Stephenson 1985, Ree 1997, Contreras & Ornelas 1999, Cresswell
1999, Pappers et al. 1999, Lasso & Naranjo 2003, Ornelas et al. 2004 a y b); p. e. en algunas
plantas dicégamas se conocen casos donde los polinizadores tienden a visitar con mayor
frecuencia las flores durante la fase sexual que secreta mayor cantidad de néctar (Carlson &
Haréas 2006). Kearns & Inouye (1993) sugieren que el nimero de flores visitadas por planta, la
duracién de la visita en cada flor y los movimientos de los polinizadores dentro y entre
inflorescencias, pueden ser influenciados por la calidad de néctar y sus patrones de disponibilidad
espacio-temporal. Segun lo anterior y considerando que los patrones de busqueda de alimento de
los polinizadores, pueden generar diferentes patrones de deposicion de polen (Murcia 2002,
Engel & Irwin 2003, Adler & Irwin 2006), es razonable pensar que variaciones en la produccion
de néctar dentro de una poblacion, generen diferencias en el éxito reproductivo de las plantas (ver

Manetas & Petropoulou 2002). En especies diestilicas autoincompatibles donde el éxito
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reproductivo de la planta de un determinado morfo floral depende de la transferencia de polen
desde plantas del morfo opuesto (Barrett 1992, 2002a, Dulberger 1992, Capitulo 1, Tabla 1,1),
una asimetria en la produccién y oferta de néctar a polinizadores podria generar patrones
diferenciales de visitas y probablemente una ocurrencia desproporcionada de éxitos reproductivos
entre los morfos (ver Ornelas et al. 2004a y b).

En este trabajo partimos de la premisa que si la oferta de néctar influencia la dindmica de
los visitantes florales; entonces en poblaciones diestilicas i) las plantas de ambos morfos deberian
ofrecer recompensas similares a lo largo del dia y en consecuencia, ii) los visitantes florales mas
frecuentes deberan visitar las plantas independientemente de su morfo floral y ello, deberia
repercutir positivamente sobre la deposicion de polen legitimo entre los morfos. Para probar estas
hipétesis, tomamos como modelo de estudio a la especie diestilica Palicourea demissa Standl.
(Rubiaceae), un arbusto polinizado por colibries en selvas nubladas de Los Andes venezolanos.
En este sentido, documentamos los patrones morfo-especificos de produccion de néctar, visitas
florales y deposicion de polen entre los morfos y evaluamos experimentalmente el efecto de las

visitas florales sobre la produccion néctar en esta especie.

2. MATERIALESY METODOS

2.1. Area de estudio: Este trabajo se llevo a cabo en la selva nublada que circunda la
Estacion Ornitologica La Mucuy (8° 38" Ny 76° 02"; 2300-2400 m.s.n.m) en el Parque Nacional
Sierra Nevada, Mérida, Venezuela. En esta zona se han registrado 14 especies de colibries

(Rengifo et al. 2005). Una descripcion detallada de esta selva puede verse en el capitulo 1,
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2.2. Especie estudiada: P. demissa (Rubiaceae), esta representada por arbustos que miden
entre 3 y 8 metros de alto. En La Mucuy, los individuos de esta especie son diestilicos (dos
morfos florales dentro de la poblacion, pero todas las flores de un determinado individuo son de
un solo morfo) y autoincompatible (solo producen frutos en cruces intermorfo) (Capitulo 1); los
mismos presentan una relacion entre morfos cercana a 1:1 (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard
2006, Capitulos 1 y 2) y se encuentran dispuestos de manera aleatoria dentro la poblacién
(Capitulo 2). Independientemente del morfo floral, durante el pico de floracion (mayo-junio) cada
planta puede exhibir 23,4 + 5,92 inflorescencias (n = 22 plantas) y eventualmente cada
inflorescencia puede ofrecer 2,4 + 0,1 flores por dia (n = 200 observaciones) (Valois-Cuesta &
Soriano, datos sin publicar). En una inflorescencia, el tiempo transcurrido entre la apertura de las
primeras flores hasta cuando se agota la oferta floral es de 47,6 + 3,0 dias (Valois-Cuesta &
Soriano, datos sin publicar). La flores de esta especie son pediceladas, gamopétalas y amarillas;
las mismas estan dispuesta en inflorescencias de raquis rojizo, inician su antesis entre las 0530 y
las 0730 h, tienen una longevidad aproximada de 14 horas (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard
2006, Valois-Cuesta & Soriano, datos sin publicar), producen néctar como recompensa y son

visitadas principalmente por colibries (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006).

2.3. Patrones naturales de produccion de néctar: Seleccionamos al azar varios botones
florales en preantesis (n = 30 plantas/morfo) y los excluimos de visitantes florales con bolsas de
tul (tela sintética con orificios < 1,0 mm de diametro); al dia siguiente, cada dos horas (desde 0800
hasta 1800 h), recolectdbamos flores al azar de diferentes plantas y mediamos la cantidad (uL) de
néctar que contenian y la concentracion del mismo (% Brix); para ello, utilizamos tubos capilares

de 20pL y un refractémetro manual Bellingham + Stanley 45 — 81 (Kearns & Inouye 1993).
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2.4. Efecto de los visitantes florales sobre la produccion de néctar: Dado que la
verdadera cantidad de néctar secretada por las flores, puede no ser revelada claramente por los
patrones naturales de produccion de néctar (acumulacion de néctar en flores imperturbadas) en
casos donde las plantas responden positivamente a la remocion del mismo; realizamos medidas
de volumen de néctar a lo largo de la vida de algunas flores (cinco remociones, una cada dos
horas; desde 0800 hasta 1800 h). Para evaluar si las remociones repetidas de néctar estimulaban
positivamente a las flores a producir mas néctar, en cada una de las plantas donde hicimos las
medidas repetidas, excluimos algunas flores en preantesis y las dejamos acumular néctar hasta el
final de su antesis (1800 h) y posteriormente comparamos los volimenes de néctar de flores
sometidas a remociones repetidas y aquellas que acumularon néctar durante su vida (n = 30

plantas de cada morfo, una flor por planta para cada caso).

2.5. Patrones naturales de disponibilidad néctar: En este caso medimos el volumen (uL)
y la concentracion (%) del néctar en flores de ambos morfos que estaban expuestas a su visitantes
florales naturales (n = 30 plantas/morfo). Estas mediciones fueron realizadas cada dos horas a lo
largo del dia (0600-1800 h). Ademas, a partir de estos parametros, estimamos la cantidad de

azucares (mg) que contenia en néctar (Bolten et al. 1979, Kearns & Inouye 1993).

2.6. Palinizacién cruzada legitima, produccion de néctar y polinizadores: Para analizar
la magnitud de la polinizacion legitima entre los morfos, recolectamos al azar cada dos horas
(desde las 0800 hasta las 1800 h) flores intactas de ambos morfos expuestas a sus polinizadores
(n = 30 flores, una por planta en cada morfo). A cada una de ellas le removimos el estigma y lo

fijamos en un porta-objetos con gel de fushina basica (Kearns & Inouye 1993). Posteriormente
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las muestras fueron analizadas bajo un microscopio Leitz Dialux 20 EB basandonos en el mismo
criterio expuesto en la seccion 2.5 del capitulo 2. Con el fin de analizar si la polinizacion legitima
en ambos morfos podia ser explicada por la produccién de néctar en cada uno de ellos, evaluamos
mediante regresiones lineales los valores promedio de deposicion de polen legitimo sobre
estigmas como una funcion de la produccion de néctar en cada morfo. Adicionalmente, el
promedio de visitas experimentado por las plantas cada dos horas también fue analizado como
una funcion de la produccion de néctar. Todos estos usados fueron tomados en las mismas

plantas.

2.7. Comportamiento de visitantes florales: A lo largo del periodo de mayor floracion
(mayo-junio) realizamos observaciones sobre 22 plantas (n = 10 breviestiladas y 12
longiestiladas) escogidas al azar dentro de la poblacion. Las observaciones fueron realizadas de
0600 a 1800 h; durante este periodo en cada planta identificamos los visitantes florales y
registramos para cada uno de ellos: i) el nmero de visitas por hora, ii) nmero de visitas por dia

y iii) nimero de flores visitadas por planta por visita (Kearns & Inouye 1993).

2.8. Andlisis de datos: Las comparaciones entre los morfos en caracteristicas del néctar,
polinizacion legitima y tasa de visitas, fueron realizadas usando estadistica paramétrica, para ello,
los datos fueron transformados al log (x + 1) para aumentar su normalidad y homosedasticidad.
Sin embargo, en el texto, tablas y figuras se muestran los datos (media + 1 error estandar) sin
transformar. Las pruebas estadisticas usadas, incluyendo algunas no paramétricas casos, también

se indican en el texto. Todos los andlisis fueron realizados en el programa SPSS 12.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto de los visitantes florales sobre la produccion de néctar: Las flores de ambos
morfos no presentaron diferencias en la cantidad de néctar que producen durante su vida o en la
tasa a la cual este fluido es secretado por las flores a los largo del dia (Tabla 3.1). La tasa de
produccion de néctar no solamente fue independiente del morfo floral, sino también de la hora
del dia en cada uno de ellos (ANOVA,; efecto de la hora del dia en flores medidas repetidas
veces; breviestiladas, F = 0,70, P = 0,58; longiestiladas, F = 1,36, P = 0,24; flores distintas
medidas una sola ves, breviestiladas, F = 1,25, P = 0,28; longiestiladas F = 0,15, P = 0,97; Figura
3.1 A-B). Finalmente, no encontramos diferencias significativas en la cantidad de néctar
secretado por flores que fueron sometidas a varias remociones a lo largo del dia (simulando las
visitas de los polinizadores) y aquellas que acumularon néctar durante su vida (una Unica
remocion al final del dia) (ANOVA, efecto del tratamiento, breviestiladas, F = 1,11, P = 0,29;

longiestiladas, F = 0,09, P = 0,92; Figuras 3.1 Ay B).

3.2. Patrones naturales de disponibilidad de néctar: En flores expuestas a visitantes
florales tanto el volumen del néctar, su concentracion y la cantidad de azlcares contenidas en el
mismo, fue similar entre los morfos (Tabla 3.1). Esta similitud entre los morfos en los anteriores
parametros del néctar disponible a polinizadores, se mantuvo a lo largo del dia, pero con
fluctuaciones significativas entre horas (ANOVA, efecto de la hora del dia; volumen:
breviestiladas, F = 45,14, P < 0,0001; longiestiladas, F = 19,51, P < 0,0001; concentracion de
azUcares: breviestiladas, F = 4,65, P < 0,0001; longiestiladas, F = 6,47, P < 0,0001; masa de

azucares: breviestiladas, F = 26,67, P < 0,0001; longiestiladas, F = 10,15, P < 0,0001; Figura
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3.2). Una prueba posterior (HSD de Tukey) sefialo que estas fluctuaciones fueron altamente
significativas (P < 0,05), para el caso del volumen y la cantidad de azucares del néctar, entre las

primeras horas de la mafiana y el resto del dia (Figura 3.2).

Tabla 3.1. Valores promedio (+ 1 error estandar) de produccién y disponibilidad de néctar en
flores breviestiladas y longiestiladas de P. demissa (Rubiaceae): flores A (flores que acumularon
néctar durante toda la antesis), flores B (las mismas flores fueron sometidas a cinco remociones
repetidas), flores C (flores diferentes acumularon néctar hasta una hora determinada, luego fueron

colectadas y medidas). Entre paréntesis el nimero de muestras. NS = No significativo (P > 0.05).

Produccion de néctar (uL - flor™) Morfo floral Pruebat
Breviestadas Longiestilada

Produccion diaria

Flores A 27,0 + 2,3 (40) 24,7 + 2,7 (44) 1.58 NS

Flores B 28,8 £ 2,2 (29) 24,6 + 3,2 (30) 1.05 NS

Produccion por hora

Flores C 1,13 £ 0,39 (240) 0,80 + 0,52 (240) 0.50 NS

Flores B 1,48 + 0,11 (145) 1,24 + 0,10 (140) 1,50 NS

Nectar diponible (pL -flor™)

Volumen (pL) 2,3+0,2 (362) 2,1+0,2 (362) 1,07 NS

Concentracion de azucares (%) 18,6 + 0,2 (352) 18,1+ 0,2 (358) 1,08 NS

Cantidad de azUcares (mg) 0,47 £ 0,04 (324) 0,40 + 0.04 (328) 1.63 NS

3.3. Comportamiento de visitas florales: Registramos 1205 visitas florales ejecutadas por
nueve especies entre colibries e insectos los cuales representaron significativamente el gremio de
visitantes florales de P. demissa (Media + D. E; especies observadas = 9,0 £+ 0,0; estimadas, Chao
1=9,0+£0,0,ICE=9,0+0,0, n=264 horas; Figura 3.3). Durante este periodo, no encontramos
diferencias significativas entre los morfos en el nimero de visitas que experimentaban las plantas
individualmente durante todo el dfa (breviestiladas = 55,6 + 9,3 visitas - planta’ - dia ', n = 10

plantas; longiestiladas = 53,9 + 5,5 visitas - planta”' - dia ', n = 12; Mann-Whitney, U = 56,00, P
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=0,82) 0 en una hora en particular (breviestiladas = 4,6 + 0,3 visitas - planta ' - h™', n = 120 horas
de observacion; longiestiladas = 4,5 + 0,2 visitas - planta”' - h™', n = 144; t = 0,69, P = 0,48). El
numero de flores probadas por visita, varié entre 2 y 94 flores; no obstante, en la mayoria de los
casos (86%) los visitantes probaron en promedio < 20 flores - planta™' - visita . Curiosamente,
algunos de los visitantes florales menos frecuentes (Bombus sp., Aglaicercus kingui y Ocreatus
underwoody) probaban en promedio > 20 flores - planta™' durante una visita (Tabla 3.2). A pesar
de ello, los morfos florales no presentaron diferencias en la cantidad de flores probadas por visita
(breviestiladas = 17,7 + 0,7 flores - planta”' - visita ', n = 347 visitas; longiestiladas = 18, 0 + 0,6

flores probadas - planta™ - visita !, n=518; t = -0,35, P = 0,72).
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Figura 3.1. Produccion de néctar en flores breviestiladas y longiestiladas de Palicourea demissa
(Rubiaceae): (A) Las mismas flores fueron medidas a lo largo del dia. (B) Flores diferentes
acumularon néctar y en intervalos de tiempo distintos y luego fueron medidas. La comparacién

entre los morfos y entre tratamientos x morfo muestra valores no significativos (ns = P > 0.05).
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Figura 3.2. Patrones de disponibilidad de néctar “standing crop” en las flores breviestiladas y
longiestiladas de Palicourea demissa (Rubiaceae) en la selva nublada La Mucuy, Mérida,
Venezuela. Efecto de la hora del dia ***P < 0,0001; Diferencias entre morfos no fueron

significativas a través del dia (P > 0,05).
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Dentro del gremio de visitantes florales de P. demissa, los colibries en conjunto fueron
mas representativos que los insectos (plantas breviestiladas: colibries = 4,58 + 0,3 visitas -
planta™ - h™", n = 120 horas; insectos = 0,06 + 0,02 visitas - planta”' - h™', n = 120; t = 30,40, P <
0,0001; plantas longiestiladas: colibries = 4,11 + 0,21 visitas - planta - h™', n = 144 horas;
insectos = 0,38 + 0,12 visitas - planta' - h™', n = 144 horas; t = 21,89, P < 0,0001; Figura 3.4) y
su tasa de visita fue independiente del morfo floral (morfo floral x visitas de colibries; t = 1,43, P
= 0,15). Los insectos por su parte, mostraron una tendencia a visitar con mayor frecuencia las
plantas longiestiladas (morfo floral x visitas de insectos; t = -2,60, P = 0,01; Figura 3.5).

Dentro del ensamble de colibries registrados como visitantes de P. demissa, el colibri
Coeligena torquata fue el visitante mas frecuente (Tabla 3.2, Figura 3.5). Estos colibries difieren
en la longitud de sus picos. Sin embargo, todos probaban las flores de esta especie legitimamente
(Figura 3.6), de hecho, durante nuestras observaciones no encontramos evidencia de robo de
néctar en las flores de P. demissa. Aunque en conjunto los colibries fueron los visitantes mas
frecuentes (94,7% de las visitas), entre ellos observamos diferencias en cuanto a la frecuencia en
que visitaron las plantas de ambos morfos (ANOVA; F = 32,60, P < 0,0001). Una prueba
posterior (HSD de Tukey) sefialé (P < 0,05) que Coeligena torquata (1,6 + 0,1 visitas - planta™ -
h™, n = 264 horas) y Heliangelus spencei (1,2 + 0,1, n = 264; P = 0,28) visitaban mas plantas por
hora que Adelomyia melanogenys (0,9 + 0,1, n = 264). Sin embargo, estos tres colibries en
conjunto, fueron significativamente méas constantes que Aglaiocercus kingui (0,33 + 0,05 visitas -
planta”' - h™!, n = 264), Ocreatus underwoody (0,3 + 0,04, visitas - planta - h™*, n = 264) y

Colibri thalassinus (0,25 + 0,04, visitas - planta' - h™*, n = 264; P = 0,98; Figura 3.5).
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Figura 3.3. Especies observadas y esperadas (Chaol, ICE) dentro de gremio de visitantes florales
de Palicourea demissa (Rubiaceae) en La Mucuy, Mérida, Venezuela. Los estimadores se

obtuvieron a partir de la abundancia de visitas por especie. (EstmateS 6,0b1, Colwell 2000).

Tabla 3.2. Gremio de visitantes florales registrados durante el pico de floracion de Palicourea

demissa en la selva nublada La Mucuy, Mérida, Venezuela.

N° flores - planta™ - visita™

Especie Numero total devisitas (%) (media + 1 E.E)

Colibries

Adelomyia melanogenys 231 (19,2) 171+10
Aglaiocercus kingui 87 (7,2) 23,0+1,8
Coeligena torquata 413 (34,3) 18,4+0,8
Colibri thalassinus 67 (5,6) 122+1,0
Heliangel us spencei 265 (22,0) 178+0,8
Ocreatus underwoodii 78 (6,5) 23,7+£23
I nsectos

Bombus sp. 5 0,9 253+94
Heliconius clisonimus 29 (2,4) 6,1+1,2

Lepidoptera sp. 30 (2,5) 128+25
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Figura 3.4. Frecuencia de visita de colibries e insectos en plantas breviestiladas y longiestiladas

de Palicourea demissa (Rubiaceae) en la selva nublada La Mucuy, Mérida, Venezuela.

Diferencia entre colibries e insectos fueron significativas a través del dia (P < 0,0001).
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Figura 3.5. Tasa de visitas de los visitantes florales mas

demissa (Rubiaceae) en la selva nublada La Mucuy, Mérida, Venezuela. A - Coeligena torquata,

B - Heliangelus spencei, C - Adelomyia melanogenys, D - Aglaiocercus kingui, E - Ocreatus

underwoody, F - Colibri thalassinus. Las diferencia entre morfos florales en cada caso no fueron

significativas (P > 0,05).
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Figura 3.6. Visitantes florales mas comunes de Palicourea demissa (Rubiaceae) en la selva
nublada La Mucuy, Mérida, Venezuela. A - Coeligena torquata, B - Heliangelus spencei, C -
Adelomyia melanogenys, D - Aglaiocercus kingui ¢, E - Ocreatus underwoody ¢, F - Colibri

thalassinus. Escala = 1cm.
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Ademas de las diferencias comentadas en su frecuencia, pudimos observar que estos
colibries también difieren en su comportamiento de forrajeo; p. e. C. torquata, A. melanogenysy
O. underwoody no fueron observados estableciendo territorios de alimentacion restringidos a
pocas plantas, mientras que H. spencei y C. thalassinus fueron muy territoriales y agresivos con
otros visitantes que irrumpian dentro de su territorio; por su parte, A. kingui no mostrd
comportamientos agresivos. Sin embargo, de manera facultativa, establecia territorios de
alimentacién cuando la oferta floral de una planta era abundante. Este colibri, luego de visitar una
planta, generalmente se perchaba en plantas aledafias (del dosel) hasta por intervalos de tiempo >
15-20 minutos antes de regresar nuevamente a visitar la planta. Ademas de lo anterior, también
observamos con relativa frecuencia que H. spencei, A. kingui y con menor constancia A.
melanogenys (todos ellos colibries de pico corto) se limpiaban el pico en la misma planta después

de probar pocas flores.

3.4. Polinizacién cruzada legitima - €l papel del néctar y los colibries: Los estigmas de
las flores breviestiladas recibieron méas granos de polen legitimo (88,0 + 4,8 granos de polen -
estigma !, n = 180 flores) e ilegitimo (60,2 + 5,0 granos de polen - estigma *, n = 180) que los
estigmas de las flores longiestiladas (legitimo = 14,9 + 1,2, n = 180; ilegitimo = 44,7 + 2,8, n =
180) (morfo floral x tipo de polinizacion: legitima, pruebat = 14,75, P < 0,0001; ilegitima, t =
2,72, P = 0,007). No obstante, los estigmas de las flores breviestiladas experimentaron
proporcionalmente mayores niveles de polinizacion legitima (t = 17,5, P < 0,0001) (ver también
capitulo 2). La tasa a la cual los granos de polen legitimo se acumulaban a través del dia sobre
los estigmas de ambos morfos, presentd significativas diferencias entre ellos (breviestiladas =

8,09 + 2,8 granos de polen legitimo - estigma ' - h™!, n = 180 estigmas; longiestiladas = 1,42 +
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0,76, n = 180; t = 2,37, P = 0,018), siendo constante sobre estigmas de las flores breviestiladas y
ligeramente fluctuante en longiestiladas (ANOVA, efecto de la hora del dia; breviestiladas, F =
1,79, P = 0,11; longiestiladas, F = 3,13, P = 0,01). Finalmente, pudimos apreciar que tanto la
cantidad de visita que experimentaban las plantas por parte de los colibries, asi como también, la
cantidad de granos de polen legitimos que eran depositados por estos animales sobre los estigmas
de cada morfo, fueron explicados fuertemente por los volimenes de néctar secretado en las flores
de cada morfo. En el caso de la concentracion de néctar y la cantidad de azucares que contenia el
mismo estas relaciones no fueron evidentes pues los valores de las pendientes fueron no

significativos (Tabla 3.3, Figura 3.7A-C).

4. DISCUSION

4.1. Produccion de néctar, forrajeo de polinizadores y deposicién de polen: Tanto en las
plantas breviestiladas como en las longiestiladas, el volumen de néctar secretado por flores que
fueron sometidas a remociones periddicas (simulando la visita de polinizadores), no fue diferente
de aquellos montos obtenidos en flores que acumularon néctar hasta el final del dia (Figura 3.1).
Aunque nosotros no evaluamos el efecto de diferentes intensidades de remocion (dos, cuatro,
ocho, diez etc.) sobre la produccidn de néctar, nuestros resultados sugieren que en P. demissa las
visitas de los polinizadores no alteran el ritmo natural de secrecion de néctar (secrecion en flores
imperturbadas) en las flores de ninguno de los morfos (ver también Pleasants 1983, Musicante &
Galetto 2008). A pesar de ello, el nimero total de visitas que experimentaban las plantas de cada
morfos durante el dia, se relaciond positivamente con la cantidad de néctar que secretaron las

flores durante su antesis (Figura 3.7); esta relacién puede ser explicada dado que en P. demissa,
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el volumen total de néctar producido por las flores de ambos morfos (~ 25 pL - flor') es
secretado a una tasa (~ 1,3 pL - flor ' - h™") que permite una oferta de pocos microlitros por flor a
través del tiempo, ello podria permitir que los polinizadores sean recompensados durante todo el
dia (especialmente a primera hora en la mafana cuando las flores tienen aproximadamente seis
horas de acumulacion equivalente a ~ 8 pL - flor '; Figura 3.1) y, en consecuencia, las plantas de
cada morfo experimenten una tasa de visitas relativamente constantemente a lo largo del dia, tal

como fue apreciado en este trabajo (Figura 3.4y 3.5).

Tabla 3.3. Valores de regresion lineal para la polinizacion legitima y visitas florales en funcion
de la produccién de néctar en flores breviestiladas (Bda) y longiestiladas (Lda) de Palicourea
demissa (Rubiaceae). Para el andlisis los datos fueron transformados al log (x+1). NS = No

significativo (P > 0,05), * P = 0,02, *** P < 0,0001.

Variablesde contraste R(zagreson Ilne(_':\l Interseccion  Pruebat
r Pendiente
Volumen (L) de néctar por flor x visita por planta
Bda 0,98 1,97%** -1,10 19,8
Lda 0,96 1,82%** -0,83 0,74

Volumen (uL) de néctar por flor x granos de polen
legitimo por estigma

Bda 0,97 1,72 *** -0,39 12,61
Lda 0,74 1,64* -0,96 3,44
Concentracion de azlcares (%) por flor x visita por planta

Bda 0,54 0,59 NS -0,032 2,20
Lda 0,54 3,14 NS -3,19 0,09

Concentracion de azlcares (%) por flor x granos de polen
legitimo por estigma

Bda 0,46 4,56 NS -4,47 1,88
Lda 0,27 10,76 NS -12,62 1,22
Cantidad de azlcares (mg) por flor x visita por planta

Bda 0,29 0,52 NS 0,66 1,29
Lda 0,08 -0,46 NS 0,70 -0,18

Cantidad de azlcares (mg) por flor x granos de polen

legitimo por estigma

Bda 0,21 3,67 NS 0,85 1,03
Lda 0,15 9,61 NS -0,29 0,86
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Figura 3.7. Visitas florales de colibries y polinizacién legitima en funcion del (A) volumen, (B)

concentracion y (C) masa de azucares del néctar floral en plantas longiestiladas y breviestiladas

de Palicourea demissa (Rubiaceae). Para el analisis usamos los promedio (transformados log

[x+1]) obtenidos cada dos horas a lo largo del dia (0800-1800 h) en las cinco variables. Los tres

tipos de datos fueron medidos en las mismas plantas durante el pico de floracion.

Ademas de ello, una oferta de néctar de pocos microlitros por flor, indirectamente podria

incrementar la probabilidad de transferencia de polen entre los morfos (Figura 3.7), ya que los

polinizadores a fin de satisfacer sus requerimientos energeticos, seguramente se ven forzados a
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visitar muchas mas plantas de las que visitarian si las flores ofrecieran mayores montos de nectar
individualmente. Con relacion a ello, se ha demostrado que incrementos en la disponibilidad de
néctar por flor generan un aumento en la duracion de la visita en flores individuales y, en
consecuencia, una reduccion en la transferencia de polen entre ellas (Stone & Thompson 1994,
Cresswell 1999). Segun de Jong & Klinkhamer (2005) aumentos en la disponibilidad de néctar
incrementan la remocion de polen, pero a la vez, reducen la eficiencia a la cual el polen es
exportado; ello se debe a que la frecuencia de visitas por planta y el nimero de flores probadas
por visita, tienen un efecto directo sobre la transferencia de polen entre plantas (Engel & Irwin
2003, de Jong & Klinkhamer 2005).

Un aspecto interesante de la relacion entre la produccion de néctar, dinamica de
polinizadores y deposicion de polen en P. demissa, fue el no haber encontrado relaciones
estadisticamente significativas entre los atributos energéticos del néctar y la cantidad de visitas y
polinizacion legitima que experimentaban los morfos (Figura 3.7). Ello sugiere que en P.
demissa, tanto la constancia de los polinizadores al igual que la magnitud de polinizacion
legitima que experimentan los morfos, quizas depende méas de la cantidad de néctar que puedan
producir las flores a lo largo de su antesis que del contenido energético del mismo. Sin embargo,
esta es una apreciacion que debera ser evaluada experimentalmente en el futuro. Una posible
explicacién para la falta de relacion entre el contenido energético del néctar y los patrones de
deposicién de polen y visitas florales que registramos en P. demissa, puede estar dada en que las
diferencias estadisticas que nosotros detectamos entre horas en el porcentaje y en la cantidad de
azucares en el néctar a lo largo del dia, no tengan significado biolégico (impacto abrupto) desde
el punto de vista de la perfeccion de la polinizadores. Otra explicacion a este hecho, podria

apoyarse en que los morfos de P. demissa producen el mismo nimero de inflorescencias por
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plantas, presentan una relacion proporcional cercana al 1:1 y se encuentran dispuestos de manera
aleatoria dentro de la poblacién a distancias relativamente cortas (~ 3 metros); bajo estas
condiciones, es posible que plantas productoras de néctar con bajo contenido energético, se
encuentren circundadas por plantas coespecificas de alta recompensa; ello podria facilitar que los
polinizadores no discriminen entre plantas que ofrecen néctar con “bajo” o “alto” contenido
energético. Asi, los estigmas de aquellas flores que ofrecen néctar con un contenido energético
por debajo del promedio, quizas podrian experimentar tasas de visitas y de deposicion de polen
legitimo dentro del promedio de todas las plantas. Klinkhamer et al. (2001) demostraron
experimentalmente que los polinizadores pueden discriminar entre plantas de alta y baja
recompensa, si éstas, se encuentran distantes unas de las otras; sin embargo, cuando estos autores
entremezclaron las plantas de alta y baja recompensa, los polinizadores visitaron ambos tipos de
plantas independientemente de la calidad de la recompensa que ofrecian (ver también Wolf &
Hainsworth 1990).

En P. demissa el patron temporal de oferta de néctar (volumen, concentracién y masa de
azucares) no presentaron diferencias entre los morfos (Figura 3.2), sugiriendo que los
polinizadores se ven recompensados de la misma manera al visitar plantas breviestiladas o
longiestiladas; ello explica el hecho de haber observado que los visitantes florales més frecuentes
de P. demissa (colibries) visitaran las plantas durante todo el dia independiente de su morfo floral
(Figura 3.4y 3.5).

Casos de especializacién sexual basada en la producciéon y oferta de néctar se han
documentado en un ndmero importante de especies dicogamas especialmente protandricas
(Carlson & Harms 2006). Sin embargo, no se conoce 0 no se ha explorado en detalle en la gran

mayoria de especies heteroestilicas. A pesar de ello, en especies diestilicas para las cuales existen
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datos sobre patrones de produccién de néctar, los morfos florales al parecer no difieren en la
calidad de la recompensa (volumen y concentracién de néctar) que ofrecen a sus polinizadores
(Palicourea petiolaris y P. fendleri, Sobrevila et al. 1983; Fernandusa speciosa Castro &
Oliveira 2001; Psychotria poepigiana, Coelho & Barbosa 2004; P. barbiflora, Teixeira &
Machado 2004a y b; este estudio), aunque existen excepciones al respecto (ver Palicourea
padifolia, Ornelas et al. 2004b, Fagopirum esculentum, Cavoy et al. 2008).

Una oferta de néctar diferencial entre los morfos florales quizas podria generar tasas
diferenciales de visita y de deposicion de polen (Ornelas et al. 2004a y b) y eventualmente, ello
podria acarrear consecuencias negativas sobre el éxito reproductivo de las plantas (Manetas &
Petropoulou 2000). Esta apreciacién ha sido evaluada en muchos trabajos, los cuales,
generalmente sugieren que la produccion de néctar y sus patrones de disponibilidad tienen un
efecto sobre la actividad de forrajeo de los polinizadores y/o el éxito reproductivo de las plantas
(Martinez del Rio & Eguiarte 1983, Zimmerman 1983, Zimmerman & Cook 1985, Devlin &
Stephenson 1985, Real & Rathcke 1991, Stone & Thompson 1994, Shykoff & Bucheli 1995,
Stone 1995, Ree 1997, Cresswell 1999, Lasso & Naranjo 2003, Ornelas et al. 2004 a y b).

Bajo los anteriores planteamientos, la similitud que encontramos entre los morfos florales
de P. demissa en sus patrones de produccion y oferta de néctar, podria favorecer el éxito de
polinizacion de los morfos y, por tanto, la adecuacion de la especie. En este sentido, una tasa de
produccion de néctar similar entre los morfos aumenta la probabilidad de que los mismos sean
visitados simultdneamente por sus polinizadores y, de esta manera, ambos podrian funcionar
como eficientes donadores (funcién masculina) y receptores (funcion femenina) de polen
legitimo, aumentando asi su probabilidad de transferir genes a la siguiente generacion a través de

ambas funciones sexuales (ver capitulo 2).
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4.2. El papel de los colibries como mediadores de polinizacion legitima: Nuestros
resultados sobre incompatibilidad reproductiva (Capitulo 1), auto-deposicion espontanea de polen
(Capitulo 2) y dindmica de visitas florales (este capitulo), sugieren que los colibries a diferencia
de los insectos, juegan un rol fundamental como vectores de polen y polinizadores de P. demissa.
Sin embargo, dado que las flores de esta especie son dimorficas (las flores breviestiladas exhiben
corolas mas largas que las flores longiestiladas y los 6rganos sexuales entre los morfos se
posicionan reciprocamente) y que los colibries que las forrajean presentan diferencias en la talla
de sus picos (Coeligena torquata, 33 mm, Colibri thalassinus, 20 mm, Heliangelus spencei, 18
mm, Adelomyia melanogenys, 13 mm, Ocreatus underwoodii, 13 mm, Aglaiocercus kingui, 13
mm; Hilty 2003), es probable que la eficiencia de polinizacion de cada uno de ello, dependa del
ajuste morfoldgico entre sus picos y las flores de esta especie (ver Murcia & Feinsinger 1996).

Varios trabajos han evaluado el efecto de la morfologia floral sobre la eficiencia del los
polinizadores en funcion de la polinizacion cruzada en plantas diestilicas; p. e., Stone & Tompson
(1994) observaron que anteras y estigmas de nivel alto y de nivel bajo tienden a contactar
diferentes zonas del cuerpo del polinizador (ver también Lloyd & Webb 1992); Lau & Bosque
(2003) por su parte, registraron que el colibri Amazlia tobaci fue mas eficiente depositando polen
legitimo sobre los estigmas de las flores breviestiladas de Palicourea fendleri y sugirieron que la
probabilidad que tiene el polinizador de remover y transferir polen entre los morfos florales de
esta especie, depende de la posicién relativa de anteras y estigmas (ver también Stone 1995,
Ornelas et al. 2004a) .

A partir de lo anterior, si consideramos la longitud del pico de los colibries como un factor
determinante de la direccion del flujo de polen entre los morfos florales, podriamos inferir que

los colibries de pico largo seguramente tienen mayor probabilidad de transferir polen entre los
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organos reproductivos de niveles bajos (desde las anteras de las flores longiestiladas hacia los
estigmas de las flores breviestiladas); mientras que aquellos colibries con pico muy corto, dada la
facilidad de establecer contacto con las estructuras sexuales mas expuestas en las flores (Figuras
3.6A versus B-E), podrian ser mas eficientes en el transporte de granos de polen entre los érganos
reproductivos posicionados a un nivel més alto (desde las anteras de las flores breviestiladas
hacia los estigmas de las flores longiestiladas). Esta hipétesis fue evaluada experimentalmente
por Ornelas et al. (2004a) quienes encontraron que el colibri de pico méas largo dentro del
ensamble de polinizadores de P. padifolia, transfirio significativamente méas polen desde flores
longiestiladas hacia flores breviestiladas. Bajo estos planteamiento y evidencias, es razonable
pensar que dentro del ensamble de colibries registrados como visitantes de P. demissa, el colibri
C. torquata al tener el pico mas largo (33 mm) dentro de todos los colibries, podria
eventualmente ser mas eficiente en la transferencia de polen legitimo desde flores longiestiladas
hacia flores breviestiladas, mientras que un colibri como A. kingui, el cual exhibe un pico muy
corto (13 mm), podria eventualmente ser mas eficiente en el transporte de polen desde las flores
breviestiladas hacia las flores longiestiladas.

Si la anterior prediccion se cumple y ademas, consideramos que los morfos de P. demissa
presentan una relacion cercana al 1:1 (Valois-Cuesta & Novoa-Sheppard 2006) y que las plantas
de ambos morfo ofrecen recompensas florales similares (néctar) y se encuentran dispuestas de
manera aleatoria dentro de la poblacion (Capitulo 2), deberiamos esperar que los morfos
experimentaran similares niveles de polinizacién legitima; pero entonces (Como explicamos el
flujo asimétrico de polen legitimo a favor del morfo breviestilado observado en P. demissa? (ver
también Capitulo 2). La respuesta a este interrogante pone de manifiesto un segundo factor que

podria jugar un rol fundamental a favor de la polinizacién cruzada entre los morfos de esta
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especie, “la frecuencia de visitas y el comportamiento de forrajeo del polinizador” (ver
Feinsinger & Busby 1987, Engel & Irwin 2003, Lasso & Naranjo 2003, Ornelas et al. 2004a); p.
e., C. torquata fue un visitante floral no territorial y significativamente mas frecuente en ambos
morfos florales que A. kingui (territorial cuando las plantas tienen abundantes flores) (Tabla 3.1,
Figura 3.5); por lo tanto, si la hipétesis sobre el efecto del tamafio del pico se cumple en P.
demissa, es probable que la mayor frecuencia de visitas de C. torquata en las flores de ambos
morfos, facilite que los estigmas de las flores breviestiladas reciban en el tiempo y en el espacio
mas granos de polen provenientes desde las flores longiestiladas, las cuales a su vez, tendrian
menos probabilidad de recibir granos de polen legitimo desde plantas breviestiladas dada la baja
frecuencia de visitas y territorialidad de A. kingui.

Augue la frecuencia de visitas puede explicar en gran medida los patrones de recepcion de
polen sobre estigmas (Engel & Irwin 2003), es probable que otras atributos del comportamiento
de forrajeo de los polinizadores jueguen un rol importante en el éxito de polinizacion de este tipo
de especies, p. e., nosotros observamos que H. spencei, A. kingui y con menor constancia A.
melanogenys (colibries de pico corto que eventualmente podrian ser eficientes polinizadores de
flores longiestiladas), se limpiaban el pico después de probar varias flores dentro de la misma
planta. Este tipo de comportamiento, podria eventualmente limitar la probabilidad de
geitonogamia entre las inflorescencias de una misma planta. Sin embargo, ello también podria
reducir la disponibilidad de polen por flor y en consecuencia, limitar la probabilidad que
visitantes no territoriales (como es el caso de C. torquata) transfieran eficientemente polen hacia
otras plantas, eventualmente del morfos opuestos.

Aunque en P. demissa el flujo de polen entre los morfos es mediado principalmente por

colibries, no se descarta la posibilidad de que los insectos, pese su baja frecuencia de vistas (<



7

6%, ver Tabla 3.1), también jueguen un rol importante como polinizadores en esta especies, pues
dada su facilidad para establecer contacto corporal con anteras de flores breviestiladas y los
estigmas de flores longiestiladas, ellos quizas podrian mediar eficazmente la polinizacion
legitima de flores longiestiladas. Sin embargo, la baja frecuencia con que estos animales visitaron
las plantas breviestiladas (que en este caso serian las donadoras de polen) (ver Figura 3.4), podria
eventualmente limitar su papel como eficientes polinizadores en esa direccion del flujo de polen
en P.demissa. En todo caso, dilucidar el papel que juega el gremio de insectos como eficientes
polinizadores de las plantas de P. demissa, requerira en el futuro una evaluacion detallada
mediante una enfoque experimental.

En términos generales nuestros resultados sugieren que los polinizadores de P. demissa se
ven recompensados de manera similar al visitar plantas breviestiladas o longiestiladas, lo cual
tiene un efecto positivo sobre su el éxito de polinizacion de estas plantas y la adecuacion de la
especie. No obstante, dado que el ajuste morfol6gico entre flores y polinizadores, al igual que el
comportamiento de forrajeo de los mismos, quizés afecta la transferencia de polen entre los
morfo, se hace necesario profundizar a futuro en el entendimiento del rol que juegan cada uno de
los visitantes florales de P. demissa (colibries e insectos) como mediadores eficientes de polen
legitima entre los morfos florales de esta especie diestilica de las selvas nubladas de los Andes

venezolanos.
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