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Resumen

Entre las principales funciones de las plantas para mantenerse vivas y maximizar su
adecuacion se encuentran el crecimiento, la reproduccion y la defensa. De acuerdo con
la teoria de asignacién de recursos, la asignacion a una funcion limita la cantidad de
recursos que puede destinarse a las otras, situacion que provoca conflictos que definen
las estrategias de vida de las plantas. Entre las estrategias reproductivas de las plantas se
encuentra la especializacion sexual. La separacion de sexos puede tener repercusiones
sobre la relacion de las plantas con sus herbivoros, al alterar los recursos disponibles
para la defensa. Por lo general los herbivoros prefieren el consumo de los individuos
masculinos, ya que tienen una menor cantidad de atributos defensivos.

Las especies distilicas se distinguen por tener dos morfos sexuales, que pueden
identificarse de acuerdo a la longitud de sus estambres y estilo. A pesar de que ambos
morfos son hermafroditas, es comun que uno de ellos se especialice en la funcion
femenina y el otro en la masculina. El objetivo de este trabajo fue determinar si hay
especializacion sexual en Psychotria horizontalis (Rubiaceae) y en caso de haberla;
determinar cudl es su relacion con la herbivoria.

Para describir la biologia reproductiva de esta especie se realizaron conteos de
inflorescencias, flores y frutos, se cuantificd la produccion de néctar, el peso de los
frutos y se hicieron colectas de polinizadores. Para evaluar la preferencia de los
herbivoros por alguno de los morfos, se realiz6 un experimento de palatabilidad y dos
mediciones de herbivoria durante la temporada reproductiva de 2006.

Los individuos del morfo Pin tuvieron una mayor adecuacion femenina que los
del morfo Thrum. El follaje de Thrum fue mas palatable, sin embargo, el dafio foliar fue
igual en ambos morfos. Los morfos tuvieron capacidades diferentes para tolerar el dafio
foliar, ya que el impacto negativo de la herbivoria en la adecuacién femenina fue mayor
en el morfo Thrum que en el Pin.

Los resultados sugieren que esta ocurriendo un proceso de especializacion
sexual en la poblacion estudiada de Psychotria horizontalis y que las diferencias entre
morfos en la capacidad para tolerar la herbivoria podrian estar fomentando este proceso.



Introduccion

Las plantas utilizan los recursos que tienen disponibles para desempefiar funciones que
las mantienen vivas y maximizan su adecuacion; como el crecimiento, la reproduccion y
la defensa. El crecimiento consiste en la produccion de nuevos tejidos, como raices,
hojas y tallos, y representa una inversion para poder seguir adquiriendo recursos. La
reproduccion incluye la produccién de flores, gametos, frutos y semillas, que
determinan la aportacion genética de cada individuo a la siguiente generacion. La
defensa involucra la produccion de caracteres que protegen a la planta en contra de
enemigos naturales, como herbivoros y patdgenos, evitando la pérdida de tejidos
vegetativos o estructuras reproductivas (Bazzaz 1997, Karban y Baldwin 1997, Lerdau
y Gershenzon 1997). De acuerdo con la teoria de asignacion de recursos, la asignacion a
una funcién limita la cantidad de recursos que pueden destinarse a las otras, situacion
que provoca conflictos que definen las estrategias de vida de las plantas (Lerdau y
Gershenzon 1997, Campbell 2000).

Las plantas tienen la capacidad de hacer ajustes en la manera en que distribuyen
sus recursos ante cambios ambientales, de tal forma que se maximice la acumulacién de
recursos que posteriormente se han de asignar a la reproduccion (Bazzaz 1997). La
acumulacion de recursos es importante porque la etapa de reproduccion generalmente
comienza cuando la planta ha alcanzado cierta biomasa (Bazzaz 1997), promoviendo
una correlacion positiva entre el tamafio y el éxito reproductivo de las plantas (Herrera
1991). La inversion de recursos en atributos de defensa ocurre en funcion del beneficio
de evitar la pérdida de tejido existente y las posibilidades de reemplazarlo. De esta
manera, la asignacion de recursos al crecimiento y a la defensa debe ser eficiente, para
que los individuos puedan alcanzar el tamafio necesario para reproducirse en un tiempo
optimo.

La mayoria de las especies vegetales son hermafroditas (Renner y Ricklefs
1995), ya que tipicamente producen gametos masculinos y femeninos en todas sus
flores. Sin embargo, hay otros sistemas reproductivos que involucran la separacién de
los sexos, ya sea con la produccién de flores exclusivamente femeninas o masculinas en
la misma planta (monoecia) o en diferentes plantas (diecia), como sucede en la mayor
parte de los animales (Sakai y Weller 1999). La distilia es un sistema reproductivo en el
que existen dos tipos de individuos en la poblacion que se distinguen por la forma de
sus flores. Ambos tipos o morfos producen flores hermafroditas, pero éstas difieren en

la longitud de sus anteras y estilos, como se describira més adelante.



Uno de los conflictos de las plantas hermafroditas surge de la necesidad de
asignar recursos simultaneamente a sus dos funciones sexuales, la femenina y la
masculina, con la imposibilidad de obtener el maximo beneficio por las dos vias. Es
comun que este tipo de plantas presente diferencias en cuanto a su eficiencia como
progenitoras de uno u otro sexo (Horovitz 1978, Charnov 1984, Lloyd y Bawa 1984,
Brunet 1992), y que el éxito de cada individuo como madre o como padre dependa del
genotipo, de la cantidad de recursos invertidos en cada funcién y de factores
ambientales como la disponibilidad de polinizadores y del periodo de floracion
(Klinkhamer y de Jong 1997). Por ejemplo, hay plantas que cambian de sexo a lo largo
de su vida como respuesta a las condiciones ambientales y/ o con respecto a su tamario
(Lloyd y Bawa 1984). Existe una tendencia general a incrementar la asignacion de
recursos a la funcion femenina conforme aumenta el tamafio del individuo. Cuando hay
limitacién en la disponibilidad del polen, esto se debe a que las plantas mas grandes
tienen despliegues florales mayores y atraen més polinizadores. Por otro lado, cuando el
polen no es un recurso limitante, esta tendencia puede atribuirse a que las plantas
grandes tienen una mayor disponibilidad de recursos, que les permite aumentar la
proporcion de flores que se convierten en frutos (Klinkhamer et al. 1997, Koelewijn y
Hunscheid 2000).

Hay plantas hermafroditas que pueden alterar la asignacién de recursos a cada
funcién sexual aumentando o reduciendo el numero de granos de polen y 6vulos que
producen en cada flor, o alterando la tasa de produccion de semillas por flor. Una tasa
baja, es decir, una produccion de pocas semillas en relacion a la cantidad de flores
producidas, se asocia con la especializacion masculina. Esto es porque una gran parte de
las flores funcionan Unicamente como donadoras de polen. Por otro lado, una alta
eficiencia en la produccion de semillas con respecto a la produccion de flores, indica
una tendencia a favorecer la funcion femenina (Kinkhamer y de Jong 1997). Ante la
capacidad de las plantas cosexuales para realizar cambios y ajustes en la cantidad de
recursos que asignan a sus funciones reproductivas, se espera que la seleccion natural
actle en cada caso favoreciendo la funcion reproductiva que maximice su adecuacién
(Lloyd y Bawa 1984), promoviendo asi la presencia de gran variacion en la expresion
de la sexualidad y la evolucion de distintos sistemas reproductivos (Ashman 2002).

La cantidad de recursos almacenados en las plantas cosexuales puede determinar
el grado de expresion sexual de cada sexo (Lloyd y Bawa 1984). Bajo el supuesto de

que una funcion sexual es mas costosa que la otra, se esperaria que las plantas con



menos recursos 0 sometidas a un mayor estrés, favorecieran la funcién menos costosa.
De esta manera, la expresion sexual dependeria de las condiciones ambientales.

La separacion de sexos puede ser favorecida de acuerdo al éxito reproductivo
obtenido en funcién de la asignacion de recursos (Thompson y Brunet 1990). En la
figura 1 se muestra que el éxito reproductivo puede incrementarse de manera
desacelerada (a), lineal (b) o acelerada (c), conforme se incrementa la asignacion de

recursos a la reproduccion.

Exito reproductivo

Asignacién reproductiva 1

Figura 1. Funciones que describen el éxito reproductivo segun la asignacién de
recursos. a) desacelerada, b) lineal y c) acelerada. (Figura tomada de Thompson y Brunet 1990)

Cuando la funcién es lineal, el éxito reproductivo aumenta de manera
proporcional al aumento en la asignacion reproductiva del individuo. Cuando la funcion
es desacelerada, hay un punto éptimo de asignacion de recursos que maximiza el exito
reproductivo, mientras que cuando la funcion es acelerada, la misma asignacion de
recursos representa un éxito reproductivo menor. Es decir, un organismo con una
funcion acelerada, tendra que asignar mas recursos para obtener el mismo éxito
reproductivo que otros con funciones lineales o desaceleradas.

Cuando la funcion es acelerada, es decir que da como resultado una curva
concava, se favorece la separacion de sexos, mientras que cuando es desacelerada, se
favorece el hermafroditismo, como se muestra en la figura 2 (Thompson y Brunet
1990). La separacion de sexos se favorece por encima de la diagonal, cuando la curva es
convexa, ya que la suma del éxito reproductivo femenino y masculino es mayor al punto

maximo de cada uno (1). Por debajo de la diagonal, cuando la curva es concava, el



mayor éxito reproductivo se obtiene a partir de una de las dos funciones, y la suma de

ambas siempre es menor a 1.

Hermafroditismo

Exito reproductivo femenino

Diecia

Exito reproductivo masculino 1

Figura 2. Funciones entre el éxito reproductivo femenino y masculino que favorecen la
diecia (por debajo de la diagonal) y el hermafroditismo (sobre la diagonal). (Figura tomada de
Thompson y Brunet 1990)

En el caso de que los sexos ya se hayan separado y suponiendo que ambas
funciones sexuales tienen costos diferentes (Lloyd y Bawa 1984) se plantean dos
alternativas. Por un lado, que las plantas con la funcidn menos costosa inviertan mas
recursos para llevar a cabo otras funciones como el crecimiento y la defensa. Y por otro,
que a pesar de la especializacion, ambos sexos sigan invirtiendo la misma cantidad de
recursos en la reproduccion (Charlesworth y Morgan 1991, Obeso 2002). Hay estudios
que respaldan ambas opciones. Por un lado, Ashman (1994) encontré que en Sidalcea
oregana (ginodioica) tanto las plantas femeninas como las masculinas invierten la
misma cantidad de recursos en reproduccién, mientras que Delph (1990) y Khon
(1989), encontraron que en Hebe subalpina (subdidica) y en Cucurbita foetidissima
(ginodidica) las hembras asignan, en total, una cantidad mayor de biomasa a la
reproduccion que los individuos con funcién masculina. Es de esperarse que los
patrones de asignacion a crecimiento y defensa sean diferentes entre morfos sexuales en
los casos en los que existe una asignacién reproductiva diferencial. Estas
modificaciones a su vez, pueden generar diferencias intersexuales en interacciones
bidticas como la competencia y la herbivoria, al modificar la capacidad competitiva o la
calidad de las plantas como alimento para los herbivoros (Miller y Lovett-Doust 1987,
Agreen et al. 1999, Ashman 2002, Cole y Ashman 2005, Cornelissen y Stiling 2005,
Eppley 2006).



Influencia de los herbivoros en la reproduccién de las plantas

Los herbivoros ejercen fuertes presiones de seleccion sobre las plantas, ya que al
consumir tejido fotosintético pueden incrementar su mortalidad y tener efectos
negativos sobre su crecimiento, reproduccion y finalmente sobre su adecuacion (Harper
1977, Coley et al. 1985, Ricklefs y Miller 1999). Los herbivoros pueden evitar que las
plantas se reproduzcan de manera directa acortandoles la vida o impidiendo que
adquieran o acumulen los recursos necesarios para esta funcién (Coley et al. 1985,
Hendrix 1988). Pueden también disminuir la fecundidad de los individuos (Marquis
1992) y afectar la calidad de los eventos reproductivos, al reducir el nimero de semillas
y la viabilidad de las mismas (Marquis 1984), o fomentando el aborto de frutos
(Stephenson 1980). Los herbivoros pueden afectar el éxito reproductivo de las plantas
de manera indirecta si el dafio modifica la conducta de los polinizadores al provocar
cambios en los caracteres florales que influyen en sus preferencias (Strauss et al. 1999,
Strauss y Murch 2004). Pueden también alterar el sistema de apareamiento, es decir la
proporcién de la progenie que se produce por medio de autofecundacion vy
entrecruzamiento (Strauss y Karban 1994)

Las plantas han desarrollado varios mecanismos para lidiar con el dafio que les
provocan los herbivoros; uno de ellos es la tolerancia, que es una estrategia que consiste
en reducir los costos de la herbivoria en la adecuacion (Rosenthal y Kotanen 1994).
Otros mecanismos consisten en reducir la cantidad de dafio que provocan los
herbivoros, como el escape a través de ajustes fenoldgicos (Freeman et al. 2003), o los
mecanismos de defensa fisicos y quimicos. Los mecanismos fisicos consisten en la
produccion de estructuras como tricomas y espinas, el incremento en la dureza de las
hojas, de las cortezas, y de las testas de las semillas, asi como el desarrollo de cuticulas
cerosas en las hojas (Gurevitch et al. 2002). Las defensas quimicas son compuestos que
disminuyen la digestibilidad del tejido foliar, que retardan el crecimiento de los
herbivoros, o que les resultan tdxicos. Entre las defensas quimicas mas comunes se
encuentran los alcaloides, terpenos y fenoles. También existen proteinas nocivas,
aminoacidos que inhiben a las proteasas y compuestos cianogénicos (Gurevitch et al.
2002), que son liberados en el momento en que la planta es atacada por los herbivoros,
provocando que estos la abandonen (Pollard 1992).

Los atributos de defensa fisica y quimica son los factores principales de los que
depende la calidad de las plantas como alimento para los herbivoros (Fraenkel 1959,



Levin 1976). Estas defensas pueden ser inducidas, es decir, que comienzan a producirse
después del dafio por los herbivoros, o constitutivas, que se producen continuamente,
independientemente de si ésta recibe dafio por herbivoros o no (Gurevitch et al. 2002).
De acuerdo con la teoria de la defensa dptima planteada por Rhoades (1979), la defensa
es costosa y los recursos asignados a ella no pueden asignarse simultaneamente a otras
funciones. Asi mismo, no todas las partes de la planta son igualmente valiosas y algunos
Organos Y tejidos son mas vulnerables que otros; por lo que se predice que las defensas
se asignaran de manera preferencial a las partes mas valiosas y mas susceptibles al
ataque por herbivoros.

Lerdau y Gershenzon (1997) proponen que los costos de los atributos de defensa
se producen en funcion de la biosintesis, el almacenaje, el transporte, el mantenimiento
y la imposibilidad de utilizar los recursos que se invierten en ellas para otra funcién. Sin
embargo, es dificil calcular el costo exacto, pues es necesario ponderar los costos de
produccion, considerando el beneficio que obtienen las plantas a través de estos
atributos (Bazzaz 1997). Strauss (1997) encontré que la asignacion de recursos a la
produccion de atributos de defensa restringe la cantidad de los mismos que se asignan a
la reproduccién.

Es comin que la inversion en atributos defensivos tenga costos ecoldgicos
importantes, por un lado, en ausencia de herbivoros se reduce la fecundidad de las
plantas (Zangerl y Bazzaz 1992). Por otro, puede afectar la relacion de las plantas con
sus polinizadores. De manera directa los afecta con la presencia de metabolitos
secundarios en el polen y/o néctar (Strauss et al. 1996) y de manera indirecta,
disminuyendo el atractivo de las plantas para los mismos, al afectar la asignacion de
recursos a la produccion de caracteres florales (Agrawal et al. 1999).

La asignacion de recursos a la defensa puede afectar de manera diferente a cada
funcién sexual, como en el caso de Raphanus raphanistrum, especie en la que Agrawal
et al. (1999) encontraron que la produccion de defensas inducidas afectaba la
produccion de granos de polen (i.e., adecuacion masculina), sin afectar los caracteres de
adecuacion femenina.

Hay una gran cantidad de estudios realizados en especies dioicas que vinculan el
sexo y el ataque por los herbivoros. Agren et al. (1999) explican que la asignacion
reproductiva a cada funcién sexual afecta la tasa de crecimiento, que a su vez influye en
la palatabilidad de las plantas dioicas y por lo tanto en el consumo de las mismas por los
herbivoros. Los tejidos de las plantas de crecimiento lento tienen un valor relativo



mayor que los de las plantas de crecimiento rapido, debido a que es mas costoso
reponerlos, por lo que es razonable esperar que se encuentren méas defendidos (Coley et
al. 1985). Generalmente, las plantas femeninas tienen un gasto mayor en la
reproduccion (Lloyd y Bawa 1984, Agren 1988, Delph 1999), por lo que su tasa de
crecimiento es menor. Por el contrario, las plantas masculinas tienen mas recursos para
asignar al crecimiento y al crecer méas rapido, invierten menos en la produccion de
caracteres de defensa para tejidos que pueden ser reemplazados con mayor facilidad
(Cornelissen y Stiling 2005). A partir de un estudio reciente, basado en dos meta
analisis con 54 y 33 especies de plantas, respectivamente, Cornelissen y Stiling (2005)
encontraron una tendencia general a que los machos presenten una menor concentracion
de metabolitos secundarios y a que sean mas atacados por los herbivoros que las
hembras.

El que las plantas con crecimiento lento inviertan mas en caracteres de defensa
puede explicarse bajo dos perspectivas diferentes, una evolutiva y otra fisioldgica.
Desde la perspectiva evolutiva, la hipotesis de la tasa de crecimiento/disponibilidad de
recursos (Coley et al. 1985) sugiere que este patron ha sido seleccionado en plantas con
tasas intrinsecas de crecimiento lentas que habitan ambientes con recursos limitados,
dado que no tienen la disponibilidad de recursos para reponer los tejidos perdidos bajo
estas condiciones. En contraste, hay especies o0 poblaciones que histéricamente han
evolucionado tasas altas de crecimiento y una menor producciéon de defensas, como
resultado de habitar un ambiente con mayor disponibilidad de recursos y de la facilidad
de reponer los tejidos consumidos. Las diferencias en asignacion a crecimiento y a
defensa entre morfos sexuales podrian explicarse bajo esta perspectiva si las tasas de
crecimiento fueran inherentes a cada sexo, y estuvieran diferenciadas genéticamente
como resultado de la especializacion sexual. Por otro lado, la mayor produccién de
atributos de defensa en plantas con crecimiento lento, puede explicarse como una
consecuencia fisioldgica de la limitacion de los recursos disponibles para crecer, pero
no para realizar la fotosintesis. Con la imposibilidad de sintetizar proteinas debido a la
falta de nutrientes, las plantas acumulan carbono en las hojas en forma de metabolitos
secundarios, promoviendo asi una alta concentracion de defensas cuya composicion
quimica se basa en este elemento (Loomis 1932 y 1953 en Stamp 2003). Las diferencias
intersexuales en la concentracion de metabolitos secundarios podrian explicarse bajo
esta perspectiva, suponiendo que la asignacion de recursos a reproduccion es diferente

entre sexos. Aquel sexo con la funcion reproductiva mas costosa, tendra un crecimiento



mas lento causado por la limitacion de nutrientes destinados a la reproduccion. Esta
limitacién del crecimiento podria tener como consecuencia la acumulacion de
metabolitos secundarios.

En las especies dioicas, las diferencias entre sexos ocurren no solo en relacion a
la cantidad de recursos que cada uno asigna a la reproduccion, sino también con
respecto al momento en que lo hacen. Por lo general, el gasto reproductivo de las
hembras es mayor (Agren 1988, Delph 1999), sin embargo durante el periodo de
floracion el gasto de los machos supera la asignacion de recursos de las hembras (Agren
1988, Delph 1999). Por esta razon, el dafio por los herbivoros podria tener efectos
diferentes entre sexos segun el momento en que es inflingido. Este es el caso de Hebe
subalpina (Delph 1990) y de Carex picta (Delph et al. 1993), especies en las que la
cantidad de recursos invertida en reproduccién difiere entre las plantas femeninas y
masculinas y a lo largo del tiempo. A partir de estos dos estudios, Delph et al. (1993)
concluyen que el sexo que asigna mas recursos a la reproduccion durante el periodo
previo a la defoliacion, sufre una reduccién mayor en la asignacién de recursos al

crecimiento y mas probabilidades de perecer debido a la pérdida de tejido fotosintético.

Caracteristicas de las especies distilicas

La heterostilia es una condicién que ha surgido de manera independiente en 25 familias
de angiospermas (Lloyd y Webb 1992) y se caracteriza por la existencia de dos (distilia)
o tres (tristilia) morfos florales en una poblacién. Los morfos de las especies distilicas
son el Thrum, que tiene las anteras largas y el estilo corto; y el Pin, que tiene las anteras
cortas y el estilo largo. En general, este dimorfismo esta acompafiado por un sistema de
incompatibilidad y por una serie de caracteristicas auxiliares como el tamafio y la forma
del polen y del estigma, que evitan la autofecundacion y la fertilizacion entre individuos
del mismo morfo. El sistema de incompatibilidad esta controlado por un supergen y se
ha planteado que promueve el entrecruzamiento y las cruzas legitimas, es decir, entre
morfos opuestos (Barrett 1992a). Los principales polinizadores de las especies distilicas
son colibries e insectos, y en sélo una familia (Clusiaceae) de las 24 que presentan
heterostilia, las flores no producen néctar para recompensarlos (Lloyd y Webb 1992).

Especializacion sexual en especies distilicas
En las plantas heterostilicas la especializacion sexual es comun. Es decir, que un

morfo se reproduce en mayor medida a través de la funcion masculina y el otro por la



femenina (Casper 1992). Se ha propuesto que este fendmeno es una de las rutas de la
evolucion a la diecia (Casper 1992, Dominguez et al. 1997, Avila-Sakar y Dominguez
2000). Una de las explicaciones del origen de la especializacion sexual es que cada
morfo se especializa en aquel sexo que le confiere mayor éxito reproductivo, en funcion
de la arquitectura de la flor (Beach y Bawa 1980, Charnov 1984, Wyatt 1986, Casper
1992 y Barrett 1992b). La especializacion sexual puede generarse a partir de las
interacciones ecoldgicas de cada morfo con sus polinizadores. Un cambio en la
conducta, la abundancia o la composicion de los polinizadores puede alterar el flujo de
polen de tal manera que un morfo funcione como donador y otro como receptor
(Ornduff 1966, Beach y Bawa 1980, Charnov 1984, Wyatt 1986, Casper 1992). En este
caso es mas frecuente que en Pin se desarrolle mejor la funcién femenina y en Thrum la
masculina, ya que si los polinizadores son poco eficientes, se favorece el flujo de polen
de Thrum, que tiene las anteras mas expuestas a Pin, que tiene el estigma mas expuesto
(Casper 1992). La morfologia floral también favorece este patron, ya que por lo general
Pin tiene el estigma méas grande, lo que le facilita la recepcion de polen (Dulberger
1992).

Por otro lado, se ha propuesto que los conflictos entre genes nucleares y
citoplasmicos son los que moldean la asignacion de recursos a las funciones femenina y
masculina en especies hermafroditas y por lo tanto, los que determinan la
especializacion sexual (Saumitou-Laprade et al. 1994, Dominguez 1995). Los conflictos
genéticos surgen porque la informacidn genética de las células se divide entre la que se
encuentra en el nacleo y la que se encuentra en el citoplasma (en organelos como la
mitocondria y el cloroplasto). La informacion genética nuclear se hereda tanto por via
materna como paterna, mientras que la citoplasmatica se hereda Unicamente por via
materna (en todas las angiospermas). La seleccion natural actla de manera
independiente en ambos conjuntos genéticos; en el genoma nuclear favorecera la
produccion de gametos masculinos y femeninos. Mientras que en los genes
citoplasmaticos, favorecera la produccion de gametos femeninos (promoviendo la
esterilidad masculina), creando el llamado conflicto nicleo-citoplasmatico (Samitou-
Laprade et al. 1994). En este caso, el morfo que adquiera la mutacion de esterilidad,
evolucionara hacia la funcion femenina; independientemente de sus caracteristicas
morfologicas. Este es el caso de Erythroxylum havanense, en el que Thrum se

especializa en la funcion femenina y Pin en la masculina, al contrario de lo que sucede



en la mayor parte de las especies distilicas con algin grado de especializacion sexual
(Avila-Sakar y Dominguez 2000).

Las especies distilicas resultan un modelo Gtil para estudiar la relacion entre la
herbivoria y la especializacion sexual porque en ellas se pueden distinguir claramente
los morfos sexuales, a diferencia de las especies hermafroditas clasicas. Ademas, en
ellas puede evaluarse la influencia de la herbivoria la etapa de transicion del proceso de
separacion de sexos, a diferencia de las especies didicas, en las que la especializacion ya
ocurrio. Sin embargo, hay pocos trabajos que hayan evaluado las preferencias de los
herbivoros por uno u otro morfo.

Para que la herbivoria promueva un proceso de especializacion sexual en
especies distilicas, seria necesario que el dafio o el efecto del mismo, fuera diferente en
cada uno de los morfos y ademas, tuviera repercusiones sobre la reproduccion,
disminuyendo o fomentando alguna de las funciones sexuales. En otras palabras, que
los herbivoros ejerzan una seleccion natural sobre los atributos reproductivos de manera
diferencial entre morfos.

Dos de los trabajos que han estudiado la relacion entre la herbivoria y la
especializacion sexual en especies distilicas se refieren a la herbivoria floral y
concluyen que las partes florales mas expuestas, como las anteras de Thrum y el pistilo
de Pin son las mas atacadas. A partir de esta evidencia se ha propuesto que si el dafio
por herbivoros florales es especifico de la posicion en que se encuentran los érganos
sexuales, entonces esta interaccion antagonica podria promover la especializacion
sexual en una poblacién distilica (Leege y Wolfe 2002) y por lo tanto favorecer la
evolucion de la distilia a la diecia. En el caso de la herbivoria foliar, se han encontrado
patrones diferentes, por un lado, ambos morfos de Lithospermum croceum son atacados
con la misma intensidad (McCall 1996), mientras que Ornelas et al. (2004) encontraron
que en Palicourea padifolia, los individuos del morfo Pin son mas consumidos que los
del Thrum (Ornelas et al. 2004), el morfo que produce mas frutos. Encontraron también
una correlacion negativa entre la cantidad de dafio foliar y la produccion de frutos, por
lo que proponen que, dado que las plantas méas atacadas tienen menor adecuacion
femenina, la herbivoria podria acelerar el proceso de especializacién sexual en su
poblacion de estudio. En cuanto a la produccion de atributos de defensa, también se han
encontrado diferencias entre morfos. En Gelsemium sempervirens los individuos del

morfo Thrum producen una mayor cantidad de gelsemina (alcaloide que sintetizan como



sustancia de defensa) en las hojas que los del Pin, aunque las repercusiones de la
herbivoria no se han evaluado directamente (Irwiny Adler 2006).

En sintesis, el atague por los herbivoros es una de las presiones ambientales con
el potencial para promover la especializacion sexual en plantas. En este trabajo, se
determiné si hay evidencias de especializacion sexual en una especie distilica y se
evalué si los herbivoros pudieran estar involucrados en el proceso de especializacion.

Dado que no se han realizado estudios sobre el sistema reproductivo de P.
horizontalis, este estudio se realiza partiendo del supuesto de que se comporta como una
distilica clasica, es decir, que tiene auto incompatibilidad, al igual que incompatibilidad

intramorfo.



Objetivos y predicciones

Objetivo general
El objetivo general de este trabajo fue determinar si hay especializacion sexual en
Psychotria horizontalis y en caso de haberla; determinar cuél es su relacién con la
herbivoria.
Objetivos particulares
1) Describir la biologia reproductiva de Psychotria horizontalis (Rubiaceae) para
determinar si el éxito reproductivo por la via femenina es similar entre morfos.
2) Determinar si los herbivoros invertebrados prefieren el consumo de alguno de los
dos morfos florales.

3) Evaluar el impacto de la herbivoria en la adecuacion de cada morfo floral.

Predicciones
1) Si la asignacion reproductiva a la funcién femenina es diferente entre

morfos, entonces podria haber especializacion sexual.

2) Partiendo del supuesto, basado en estudios previos, de que los costos de cada
funcidn sexual son diferentes, se espera que:
a) Si existen diferencias en la asignacion de recursos a la funcion femenina,
éstas deberian provocar diferencias en la asignacién de recursos a la defensa,
y como consecuencia, en la preferencia de los herbivoros por alguno de los
morfos.
b) La preferencia de los herbivoros por uno de los morfos podria
desencadenar un proceso de reasignacién de recursos en funciones diferentes

a la defensa, situacion que podria promover la especializacion sexual.



Métodos

Sitio de estudio

Este estudio se realizd en la Estacion de Biologia de Chamela (EBC) del Instituto de
Biologia de la UNAM. La EBC se encuentra en la costa del estado de Jalisco entre los 19°
29’y 19° 34’ N y los 104° 58” y 105° 04’ O. Actualmente forma parte de la Reserva de
la Biosfera Chamela-Cuixmala, que tiene una extension de 13142 ha (Noguera et al.
2002). La temperatura media anual es de 24.6° C (1978-2000), con una oscilacion
media anual de 4.3° C (Garcia Oliva et al. 2002). La precipitacion promedio anual es de
788 mm con una gran variacion entre afos (1977-2000) y el 80% se precipita entre
junio y octubre, (Garcia-Oliva et al. 2002). El clima de la EBC (registros de 1977-2000),
segun la clasificacion de Kdepen modificada por Garcia (1988) es calido subhumedo,
Awy1 (Garcia Oliva et al. 2002).

La vegetacion predominante es selva baja caducifolia con selva mediana a lo
largo de las cafiadas; en México, este ecosistema es muy diverso en cuanto a especies de
plantas y de vertebrados (Lott et al. 1987, Noguera et al. 2002). En la EBC se encuentran
125 familias de plantas vasculares, siendo Leguminosae y Euphorbiaceae las que

cuentan con un mayor nimero de especies (Lott y Atkinson 2002).

Especie de estudio

Psychotria horizontalis Sw (Rubiaceae) es un arbol distilico que mide de uno a tres
metros de altura, con hojas pecioladas de 2.5 a 13.8 cm de largo y 0.7 a 5.8 cm de
ancho. Produce un gran namero de flores agrupadas en paniculas terminales. Las flores
son tubulares, blancas, de alrededor de 3 mm de largo. Los frutos son drupas rojas y en
ocasiones amarillas o verdes, miden de 3.1 a 7.1 mm de largo y 1.9 a 5.2 mm de ancho.
Cada fruto contiene dos semillas. P. horizontalis tiene una distribucion neotropical,
desde México a Ecuador, Brasil y las Antillas (Dominguez-Licona 2005). En la zona de
Chamela florece durante julio y agosto y fructifica de agosto a octubre (Dominguez-
Licona 2005).

Estudios previos con P. horizontalis en Barro Colorado, Panama, han reportado
indices de herbivoria de hasta el 37% del area foliar consumida y que ésta tiene efectos
negativos sobre su reproduccion y crecimiento (Sagers y Coley 1995). Como estrategia
de defensa, produce hojas duras y sintetiza taninos de manera constitutiva (Sagers y

Coley 1995). Sus herbivoros principales son orugas de las familias Pyralidae y



Ctenuchidae, que tienen una respuesta conductual ante las defensas de la planta. Esta
conducta consiste en la formacion de estructuras con las hojas y su seda, de tal forma
que aislan a los brotes nuevos de la luz, provocando una reduccion de la dureza del 31%
y de la concentracion de taninos del 15%, sin afectar la concentracion de nitrégeno y

agua de las hojas (Sagers 1992).

Caracterizacion de la biologia reproductiva

Se localizo una poblacion de Psychotria horizontalis dentro de la Estacion de Biologia
de Chamela, en la que se marcaron todos los individuos encontrados (154); 122 de ellos
florecieron y se utilizaron para determinar la proporcion de morfos en la poblacion. Se
seleccionaron 40 individuos de cada morfo con un intervalo entre 83 y 235 cm de altura,
para realizar las mediciones correspondientes a este estudio y que se describen a
continuacion.

Para cubrir el primer objetivo particular, determinar si en P. horizontalis hay
especializacion sexual asociada al morfo floral, se cuantifico la produccion de
inflorescencias, flores, frutos y néctar en los ochenta individuos antes mencionados.

Se realizaron 6 conteos de inflorescencias y flores en todos los individuos
durante el periodo de floraciéon de 2006, entre el 9 de julio y el 30 de agosto. El
intervalo de tiempo entre un conteo y otro fue variable y se ajustd a los niveles de
produccion de flores, los primeros dos fueron de 3 dias, mientras que entre el Gltimo y
el penultimo el intervalo fue de 23.

En cada planta se cont6 el total de flores e inflorescencias producidas, las
inflorescencias se clasificaron en dos categorias, dafiadas (cuando los herbivoros se las
habian comido) y no dafadas. El dafio tipico en las inflorescencias consiste en el
consumo de todas las flores, dejando tinicamente la base de la inflorescencia, por lo que
para calcular el numero total de flores producidas se consider6 el numero de flores
contadas mas un namero estimado de flores consumidas (multiplicando el numero de
bases por el promedio de flores por inflorescencia de cada planta por censo).

Se realiz6 un conteo de frutos inmaduros el 7 de agosto y los frutos maduros se
colectaron entre el 11 de septiembre y el 3 de octubre del mismo afio. Para obtener una
medida de la inversion de recursos en los frutos maduros, éstos se pesaron en fresco el
dia que fueron colectados.

Para determinar las diferencias en la adecuacion entre los morfos, se creé una

variable multiplicativa (VM) propuesta por Herrera (1991). La VM es el producto de una



variable absoluta que es la produccion total de flores (F) y dos probabilidades, la
probabilidad de fecundacion (PF) (frutos inmaduros/flores) y la probabilidad de
maduracion (PM) (frutos maduros/frutos inmaduros).
VM =F x PF x PM

Se obtuvo un valor de VM por cada planta. La VM es un estimador de la produccion de
frutos y en adelante me referiré a ella como fecundidad. La ventaja de utilizarla es que
estima mejor la adecuacion femenina que otras medidas relativas como el fruit set, pues
toma en cuenta la produccion absoluta de frutos, que es un factor de suma importancia
al medir la adecuacion femenina (Herrera 1991). Este estimador de fecundidad tiene
ademas la ventaja estadistica de que permite comparar tres atributos en una misma
variable, evitando la pérdida de poder que implica la comparacion de tres variables en la
misma prueba.

Dado que el tamafio de la planta es un factor muy importante en la produccion
de atributos reproductivos como flores, frutos y semillas (Herrera 1991), en cada
individuo se midi6 el perimetro basal, la altura y se contd el nimero de hojas. El
nimero de hojas fue el mejor estimador del tamafio de las plantas porque se trata de una
poblacion sujeta a perturbaciones ambientales que provocan la caida, ruptura y
curvatura de los tallos, por lo que es dificil determinar la altura. Los individuos de
ambos morfos no difirieron significativamente en tamafio (F ; ;3= 0.046, P = 0.831).

Para comparar la variable multiplicativa entre las plantas de cada morfo, los
datos se normalizaron utilizando la transformacion log (x + 1) y se compararon por
medio de un ANDECOVA, incorporando el tamafio de la planta como covariable. Este fue
estimado como el numero de hojas y corregido con la funcién Arcoseno- raiz cuadrada.

Para estimar las posibles diferencias en la produccion de recompensas para
polinizadores, se determino la produccion de néctar por morfo, cuantificando el néctar
producido por 10 flores de 34 arboles del morfo Pin y 32 del morfo Thrum. Las
mediciones se llevaron a cabo del 11 al 23 de julio, entre las ocho de la mafiana y las
doce del dia, ya que segun un muestreo previo, es durante este periodo cuando ocurre el
pico de produccion de néctar. Las inflorescencias fueron embolsadas un dia antes,
cuando los botones aun estaban cerrados. En cada planta se seleccionaron dos flores de
cinco inflorescencias diferentes (N = 10), siempre y cuando la disponibilidad de las
ultimas lo permitiera. El néctar se extrajo utilizando tubos capilares de 5 pL. Debido a

que las flores son muy pequenas, el muestreo tuvo que ser destructivo. En cada flor se



extrajo todo el néctar producido con un tubo capilar de 5 pL y luego se midio la
longitud del mismo para calcular el volumen producido.

Para comparar la produccion de néctar y el peso de los frutos maduros, los datos
se transformaron con el log (x + 1) y se compararon por separado, primero con un
ANDECOVA tomando en cuenta el tamafio de la planta como covariable, y al no encontrar
un efecto significativo de ésta, ni un ajuste de los datos al modelo, con un ANDEVA.

Para determinar si el patron de floracion fue igual entre morfos se realizé un
analisis de supervivencia, tomando en cuenta el nimero de inflorescencias producidas
en cada uno de los seis censos realizados entre el nueve de julio y el 30 de agosto. Los
analisis de supervivencia son utiles para describir patrones de floracion ya que son
robustos y no necesitan que los datos tengan distribucion normal (Fox 1990). Se utilizé
un modelo de riesgos proporcionales (proportional hazards), que parte del
planteamiento de una funcion de riesgo (cudl es la probabilidad de que un evento suceda
en cada uno de los tiempos estudiados, dado que no ha sucedido) y entonces se pregunta
como una o mas covariables, afectan la funcidén de supervivencia en el tiempo (Fox
1990). En este caso se plantea una funcion que describe la probabilidad de que una
inflorescencia madure en cada uno de los censos y como varia segiin el morfo floral.

Con el objetivo de conocer a los visitantes florales de P. horizontalis, se
realizaron colectas durante el periodo de mayor produccion de néctar. Los insectos
atrapados se sacrificaron en una camara de cianuro, se montaron y se almacenaron para

su posterior identificacion.

Herbivoria

Para determinar si los herbivoros tienen preferencia por alguno de los dos morfos
florales, se realiz6 una prueba de palatabilidad en el laboratorio y dos mediciones de
herbivoria en campo. Para todas las mediciones de dafio foliar se tomaron fotografias
con una camara digital Power Shot A510 Canon, y las imagenes se analizaron con el
programa SigmaScan Pro 5 (SPSS 1999).

Censos de herbivoros

Para conocer la identidad de los herbivoros que consumen el follaje de P. horizontalis
se realizaron 6 censos de herbivoros entre el 9 de julio y el 30 de agosto. Se
identificaron 4 morfo-especies de orugas y se colectaron individuos de cada una, se
criaron en el laboratorio y se obtuvieron los adultos con el objetivo de identificarlos

posteriormente. Para evaluar si la abundancia y la distribucion de los herbivoros eran



iguales entre morfos, se realizaron dos pruebas de %, una para determinar las
diferencias en la abundancia de herbivoros y otra en la diversidad de especies.
Palatabilidad
Para llevar a cabo la prueba de palatabilidad, se colectaron 40 orugas generalistas del
género Hypercompe (Arctiidae). Esta especie ha sido observada consumiendo follaje de
P. horizontalis (M. Abarca, obs. pers.). Las orugas se alimentaron con lechuga por una
noche para homogeneizar su dieta, y posteriormente se sometieron a un periodo de
ayuno de 10 horas. A la mafiana siguiente, el 8 de julio a las 8:41 am, se colocaron en
botes individuales de plastico con dos hojas, cada una proveniente de un individuo de
cada morfo (i.e., todas las hojas provenian de diferentes individuos). El experimento se
dio por terminado cuando la oruga hubiera consumido al menos un tercio de alguna de
las dos hojas. Esto sucedio6 entre ocho y 70 horas después de iniciado el experimento. La
variacion en la duracion del experimento se debio6 a las diferencias en la velocidad de
ingesta de las orugas. Al final del experimento, cada hoja fue fotografiada para calcular
el area remanente utilizando el programa SigmaScanPro 5.0 (SPSS 1999). El érea
original de cada hoja (A) fue estimada a partir del producto del largo (1) por el ancho (a)
de las hojas, utilizando la ecuacion: A = 0.33+ 0.62 (1 x a) (N = 94, R*=0.994, P <
0.0001). Esta ecuacion se obtuvo a partir de una regresion entre el producto del largo
por el ancho y el area foliar de una muestra de hojas sin dafio colectadas aleatoriamente
de una muestra de 94 individuos de ambos morfos en el campo. El porcentaje de area
foliar consumida de cada morfo fue estimado como el area original menos el area
remanente, y se dividié entre el tiempo que dur6 el experimento, es decir, las horas en
las que cada par de hojas estuvo expuesto a las orugas. Las diferencias en el area foliar
removida de cada morfo por hora fueron analizadas utilizando una prueba de t pareada
(JMP, SAS Institute 2001).
Folivoria

En los mismos individuos en que se realizaron las mediciones descritas anteriormente,
40 del morfo Pin y 40 del morfo Thrum, se marcaron con alambres numerados, 20 hojas
elegidas sistematicamente. Para que todos los niveles del dosel quedaran representados,
primero se determino el total de hojas de cada planta (contando una por una) y éste
numero se dividioé entre 20, obteniendo asi un numero X. Posteriormente se colocd un
alambre numerado cada X nimero de hojas. Se realizaron dos mediciones de herbivoria,
la primera entre el 1 y el 5 de agosto y la segunda entre el 4 y el 6 de octubre. Estas

fechas coinciden con los meses de mediados y finales de la época reproductiva. Para la



primera medicion, se fotografiaron las hojas dafiadas en pie, es decir, sin arrancarlas del
arbol. Para la segunda, se colectaron todas las hojas marcadas para ser fotografiadas
posteriormente, ya que su remocion ya no implicaba repercusiones para este estudio. El
area original de cada hoja se estim¢6 utilizando la ecuacion A =2.93 +0.52 (1 x a) (N =
99 R* = 0.973 P < 0.0001), en la que se incluy6 un intervalo de tamafios de las hojas
mayor. El porcentaje de area foliar consumida de cada morfo en los dos censos, se
compar6 con un ANDEVA de medidas repetidas. Los datos se normalizaron con la

funcidn arcoseno-raiz cuadrada.

Florivoria

Como se describi6 anteriormente, en cada uno de los 6 conteos de flores e
inflorescencias de los 40 individuos de cada morfo, se contaron éstas ultimas
asignandoles una de dos categorias, dafiada y no dafiada. Debido al patron de consumo
de las inflorescencias por parte de los herbivoros, la categoria de inflorescencias
dafiadas corresponde a las que estaban totalmente consumidas, con excepcion de la
base, mientras que las no dafiadas estaban intactas (Figura 3). No se observaron
inflorescencias con niveles intermedios de dafio. Se obtuvo la proporciéon de
inflorescencias consumidas por planta. Para estimar las diferencias en el porcentaje de
inflorescencias consumidas en cada morfo, se realizd un analisis con ecuaciones de
estimacion generalizadas. Este analisis es una generalizacion de un modelo general
lineal y permite estimar pardmetros en datos correlacionados en el tiempo, con
distribuciones no normales (Stokes et al. 2001), como es el caso de los conteos de
florivoria, en que los mismos individuos fueron evaluados a lo largo de censos

sucesivos.

Impacto de la herbivoria en la adecuacion
Se realiz6 un analisis de seleccion para evaluar el efecto de la herbivoria sobre la
adecuacion femenina (produccion de frutos). Este analisis consistio en la creacion de un
modelo de regresion multiple para predecir la adecuacion relativa en funcién del morfo,
el porcentaje de dafio foliar (folivoria), el nimero de inflorescencias dafiadas (florivoria)
y sus interacciones.

Debido a la fuerte correlacion entre el nimero de inflorescencias producidas
(vigor) y la adecuacion relativa, se elimin6 la variacion en la produccion de frutos

ocasionada por diferencias en el vigor, utilizando para el andlisis los residuales de un



analisis de regresion entre el vigor y la adecuacion relativa de cada planta. Esta se
obtuvo dividiendo el numero de frutos producido por planta entre el promedio de frutos
producidos por la poblacion.

Los residuales del modelo fueron verificados para asegurar que se cumplieran
los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. El analisis de seleccion se
expresd en dos graficas tridimensionales, una por cada morfo, utilizando el programa
Statistica 5.5 (StatSoft 1999).

Para detectar si hubo un patron de denso dependencia entre la oferta de flores
(vigor) y la florivoria, se estimd la correlacion entre estas dos variables.

Todos los andlisis descritos anteriormente se llevaron a cabo con el programa
JMP 4.0.4 (SAS Institute 2001), con excepcion del andlisis de supervivencia y del de
ecuaciones de estimacion generalizadas, para los que se utiliz6 el programa SAS (SAS

Institute, 1999).






Resultados
1. Historia natural
Las flores de P. horizontalis duran un dia, abren entre las cinco y las seis de la mafana y se
marchitan al atardecer. Cada inflorescencia produce en promedio 17.5 (+ 0.8) flores, que
abren de manera progresiva. En la figura 3 se muestra una inflorescencia intacta (a), el dano

caracteristico que producen los herbivoros florales (b) y una infrutescencia (c). Los frutos

son fotosintéticos y maduran asincronicamente dentro de la infrutescencia.

Figura 3. a) Inflorescencia intacta, b) Inflorescencia dafiada c) Infrutescencia.

Fenologia
El periodo de floracion de P. horizontalis en 2006 comenz6 a principios de julio, antes
de que se realizara el primer conteo y terminé a finales de agosto. En la figura 4 se
muestra la produccion acumulativa de flores por morfo, la pendiente de la curva indica
que la mayor produccion de flores se concentra en julio, disminuyendo con el paso del
tiempo. El patron de produccion de inflorescencias en el tiempo no fue
significativamente diferente entre los morfos florales (x> = 0.73, gl = 1 P = 0.39) y

presentd un marcado pico alrededor del 14 de julio (Fig. 5).
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Figura 5. Producciéon promedio de inflorescencias por morfo.

La maduracion de los frutos ocurrié dos meses después de la produccion de las primeras
flores y se extendié hasta octubre de 2006 (Fig. 6); en total se colectaron 5314 frutos,
3348 de los individuos del morfo Pin'y 1966 de los individuos del morfo Thrum.
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Figura 6. Produccion acumulativa de frutos maduros considerados en ambos morfos

conjuntamente.

Visitantes florales
Se colectaron visitantes florales de los oOrdenes Hemiptera, Coleoptera, Diptera y

Lepidoptera.

2. Biologia Reproductiva
La proporcion de los morfos florales en la poblacion estudiada de Psychotria horizontalis
fue de 1:1 ya que de 122 individuos muestreados, 61 pertenecieron al morfo Pin y 61 al

Thrum.

Produccion de atributos reproductivos
En la figura 7 se muestra la produccion promedio de flores, frutos inmaduros y maduros.
No se compard la produccion de estos atributos entre morfos. En la figura 8 se muestran los
valores del componente de adecuacion femenina, que fue 0.6 veces mayor en las plantas del
morfo Pin que en las del morfo Thrum (Tabla 2.1). El tamafio de la planta, que se tomd en
cuenta como covariable, tuvo un efecto significativo sobre el componente de adecuacion

femenina (Tabla 2.1).
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Figura 7. Produccion de atributos reproductivos por morfo. En el eje X se muestran los atributos
tomados en cuenta para obtener la variable multiplicativa y en el Y la produccién promedio (+ error
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Figura 8. Valores y promedio (+ error estandar) de la fecundidad estimada con la variable
multiplicativa por morfo

Tabla 2.1. ANDECOVA del efecto del tamafio y del morfo en la fecundidad.

Fuente de variacion N parm gl  Suma de cuadrados F P

Morfo 1 1 4.01 0.05 0.049
Tamaio 1 1 16.44 11.87  0.001




Produccion de néctar y peso de los frutos
La produccion promedio de néctar de las flores del morfo Pin fue de 0.49 puL + 0.04 (n =
34) y del morfo Thrum de 0.51 + 0.05 (n = 32) (Fig. 9a) y no difirieron significativamente
entre morfos (Fj ¢5=0.03, P = 0.85).

El peso promedio de los frutos de los individuos del morfo Pin fue de 0.129 g +
0.005 (n = 34) y del morfo Thrum de 0.127g + 0.003 (n = 32) (Fig. 9b). Este atributo

tampoco fue significativamente diferente entre morfos (F; 9= 0.091, P = 0.764).
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Figura 9. Produccion de néctar promedio (a) y peso promedio de los frutos por morfo (b).

3. Herbivoria

Herbivoros
Se identificaron cuatro morfo-especies de herbivoros de P. horizontalis: H1 y H2 son larvas
de mariposas del género Xylophanes (Sphingidae) (Com. Pers. A. Pescador); H4 de la
familia Ctenuchinae y H7, que ya ha sido identificada como Desmia ploralis (Crambidae)
(Solis M. A.) (Fig.10). El resto de las morfo-especies se encuentran bajo el proceso de

identificacion en el Smithsonian Institute, Washington D. C.
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Figura 10. Morfo-especies de herbivoros registradas en P. horizontalis



A lo largo de 6 censos se registraron 43 herbivoros en total, 16 en el morfo Pin 'y 27 en el
morfo Thrum. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre morfos en la
diversidad de los herbivoros (X2 =1.97, gl =3, P =0.58), ni en la abundancia de los mismos

(x*=2.81, gl =1, P=0.094, Fig. 11).

Morfo-especie: Individuos Morfo-especie: Individuos

I Hi: L
EE H: 1
 — = 4
B LT 5

|
04
B
10

[agan gy
I N

Pin Thrum

Figura 11. Abundancias relativas de los herbivoros censados por morfo entre julio y agosto de 2006.
Palatabilidad

Las orugas utilizadas en la prueba de palatabilidad consumieron 1.31 veces mas tejido de

las plantas Thrum que de las plantas Pin (t = —126.5, gl = 38, P = 0.05, n = 39, Fig. 12).

Esto sugiere que los herbivoros generalistas si tuvieron una preferencia marcada por el

consumo del follaje del morfo Thrum.
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Figura 12. Promedio del area foliar consumida de cada morfo durante la prueba de palatabilidad.



Folivoria
Los niveles de herbivoria en la poblacion estudiada de P. horizontalis no difirieron entre
morfos, pero si entre un censo y otro (Fig. 13), aumentando con el paso del tiempo (Tabla
3.1). En el primer censo, el porcentaje de area foliar removida promedio del morfo Pin fue
de 17.60% y en el segundo de 19.28%; mientras que en caso del morfo Thrum, en el primer

censo fue de 21.49% y en el segundo de 24.85%.
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Figura 13. Porcentaje de dafio foliar por morfo en agosto y en octubre de 2006.

Tabla 3.1. Analisis de varianza de medidas repetidas. Se muestra un efecto significativo del tiempo,
pero no del morfo en el patron de consumo del follaje de P. horizontalis por los herbivoros.

Fuente Valor F Exacta gl gl P
numerador denominador
Morfo 0.01 0.87 1 76 0.35
Censo 1.46 110.70 1 76 <0.0001
Morfo x Censo 0.001 0.099 1 76 0.75
Florivoria

El porcentaje de inflorescencias con dafio por herbivoros no difiri6 significativamente entre

morfos (* = 1.42, gl = 1, P = 0.23), aunque si a lo largo del tiempo (y*=37.53, gl=3 P <



0.0001). La interaccién entre el morfo y el tiempo no fue significativa (x> = 3.61, 3 gl P =

0.31, Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de inflorescencias con dafio durante la época de floracion. Se muestran los
promedios por morfo + la desviacion estandar.

4. Impacto de la herbivoria en la adecuacion

El ntimero de inflorescencias producidas tuvo una correlacién positiva con la
adecuacion femenina relativa (r = 0.69 P < 0.0001). Los residuales de esta correlacion se
utilizaron para realizar el modelo que se describe a continuacion.

En la tabla 4.1 se muestran los coeficientes de seleccion lineales () y no lineales
del efecto del morfo floral y los dos tipos de herbivoria (florivoria y folivoria) sobre la
adecuacion femenina relativa residual (adecuacion FRR). El modelo explica el 24 % de la
variacion total en la adecuacion femenina (F =2.93, P =0.01).

Se encontr6 un efecto significativo de la interaccion entre el morfo y la florivoria
(Tabla 4.1), ya que el impacto negativo de la florivoria fue mayor en el morfo Thrum que
en el Pin (Figura 15). De la misma manera, hubo un efecto significativo de la interaccion
entre la folivoria y la florivoria en la adecuacion FRR (Tabla 4.1), lo que sugiere que
distintas combinaciones de estos tipos de dafio tienen como resultado valores de adecuacion
diferentes. Por un lado, en el morfo Thrum el punto de mayor adecuacion coincidio con el

punto de menor folivoria y florivoria; los valores intermedios de adecuacion se registraron



cuando la folivoria era baja y la florivoria alta o viceversa, mientras que los valores mas
bajos se registraron en la combinacion de los valores mdas altos de ambos tipos de
herbivoria (Fig. 15 a).

Los valores de adecuacion FRR predichos por el modelo para el morfo Pin fueron en
general mas altos que los predichos para el Thrum y tuvieron un patrén de distribucion
diferente de acuerdo a las combinaciones de ambos tipos de herbivoria (Fig. 15). En este
caso, los valores de adecuacion mas altos se encontraron en los puntos de mayor folivoria
en combinacion con menor florivoria o de mayor florivoria en combinaciéon con menor
folivoria (Fig. 15 b). Los valores de adecuacion intermedios, que son mas altos que los
mayores registrados para Thrum, se encontraron en la zona de las combinaciones de los
niveles intermedios de ambos tipos de dafio, mientras que los valores mds bajos se
encontraron en la zona donde se combinan los mayores niveles de ambos tipos de dafo
como sucedio en las plantas Thrum. Una diferencia importante con el morfo Thrum es que
en el morfo Pin, la zona donde se combinan bajos niveles de ambos tipos de herbivoria
corresponde a niveles de adecuacion FRR bajos, que incluso menores a los predichos para el
morfo Thrum en esa zona (Fig. 15). En el caso de los puntos con mayor florivoria, no hay
valores registrados en el campo que se ajusten a ese patron.

El vigor (nimero de inflorescencias producidas) tuvo una correlacion positiva con la
florivoria (r = 0.81, P < 0.0001), indicando que las plantas con un niimero mayor de
inflorescencias eran las més atacadas por los florivoros. Esta correlacion sugiere un efecto

de denso dependencia en la florivoria.

Tabla 4.1. Anélisis de seleccion de la herbivoria en los distintos morfos de P. horizontalis. Los

valores corresponden a los valores de los gradientes de seleccion lineales B y no lineales.
* P <0.05.

Fuente de variacion B Gradientes no
lineales
Morfo 0.131 -
Folivoria -0.005 -
Florivoria -0.011 -
Morfo x Folivoria - 0.009
Morfo x Florivoria - 0.015*
Folivoria x Florivoria - -0.001*

Morfo x Folivoria x Florivoria - -0.001
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Discusion
Los hallazgos més relevantes de este trabajo son, como se describe a continuacion, que se
encontraron indicios de especializacion sexual en P. horizontalis, ya que la adecuacion
femenina de Pin fue mayor que la de Thrum. Por otro lado, se encontr6 que a pesar de que
los niveles de florivoria y folivoria fueron iguales para ambos morfos, la susceptibilidad
ante estos tipos de herbivoria fue diferente entre ellos. Esta susceptibilidad diferencial entre
morfos podria aumentar las diferencias en adecuacion femenina, por lo que la herbivoria

podria contribuir con el proceso de especializacion sexual en esta especie.

Biologia reproductiva
Los resultados sugieren que P. horizontalis presenta cierto grado de especializacion sexual.
El morfo Pin tuvo una produccion de frutos 0.6 veces mayor que el Thrum. Estos resultados
coinciden con la mayor parte de los casos reportados de especializacion sexual en especies
distilicas, en los que las plantas Pin se especializan en la funcion femenina y las Thrum en
la masculina (Webb 1999). La proporcion de morfos en la poblacion (1:1) no sugiere que
existan diferencias entre morfos en la adecuacion total de los individuos, sin embargo, para
determinar si las hay, seria necesario evaluar también caracteres de adecuacion masculina.
En otras especies se ha reportado que Pin produce significativamente mas frutos, mientras
que Thrum parece compensar su menor adecuacion femenina por medio de la masculina,
produciendo més polen (Lack y Kevan 1987).

De manera alternativa, podria ocurrir que ambos morfos tuvieran la misma
adecuacion femenina, pero con estrategias reproductivas diferentes, con Pin produciendo
mas frutos, pero de menor calidad que Thrum. Sin embargo, la estimacion de la calidad de
los mismos a partir de su peso fresco no reflejé diferencias significativas entre morfos.
Seria recomendable hacer estudios de germinacidon para comprobar la calidad de las
semillas producidas, ya que en Erythroxylum havanense, una especie distilica con
especializacion sexual, se han reportado diferencias en la calidad de las semillas, sin que
existan diferencias en el peso fresco de los frutos (Avila- Sakar y Dominguez 2000, Rosas
et al. 2005)

Hubo un efecto significativo del vigor de las plantas (expresado tanto por el numero

de hojas como por el de inflorescencias) sobre su produccion de flores y frutos, situacion



que coincide con el comun de las especies vegetales (Lloyd y Bawa, 1984, Herrera 1991).
Sin embargo, ya que los individuos de ambos morfos no difirieron significativamente en
estos atributos, es poco probable que las diferencias encontradas entre morfos se deban al
vigor, como en el caso Lithospermum croceum (Boraginaceae), especie en la que la
aparente especializacion sexual se explica porque el mayor tamafio de las plantas Pin les
permite producir mas frutos que las Thrum (McCall 1996).

El volumen de néctar por flor no difirié significativamente entre los morfos. Esto
coincide con otros estudios que muestran que los morfos florales de las especies
heterostilicas producen néctar de la misma calidad y en igual cantidad (Arroyo y Dafni
1995, Leege y Wolfe 2002). De igual manera, ambos morfos de la poblacién estudiada de
P. horizontalis presentaron el mismo patron fenoldgico, que coincide con el reportado por
Dominguez-Licona para esta especie (2005). Estos datos sugieren que las diferencias en
adecuacion femenina no son promovidas por una recompensa para polinizadores diferencial

entre morfos.

Herbivoria
Los censos de herbivoros y las mediciones de herbivoria en campo indican que no hubo
diferencias en el ataque por herbivoros entre los morfos. En contraste, la prueba de
palatabilidad mostr6 una clara preferencia de los herbivoros por el follaje de las plantas
Thrum. La palatabilidad de las plantas depende principalmente de los nutrientes y atributos
de defensa que producen (Fraenkel 1959, Levin 1976, Stamp 2003), lo que hace suponer
que el morfo Pin es menos nutritivo o estd mejor defendido que el Thrum, ya sea con hojas
mas duras o con una mayor concentracion de taninos. Seria recomendable realizar estudios
sobre la composicion quimica del follaje de ambos morfos para determinar de manera
definitiva, cudl es la causa de la preferencia reportada.

En el caso de que la palatabilidad de los individuos de P. horiziontalis se deba a la
produccion de caracteres de defensa, es posible que la inconsistencia entre los resultados de
la prueba de palatabilidad y las mediciones de herbivoria en el campo se deba a que la
primera fue realizada con herbivoros generalistas, que son mas sensibles a la produccion de
defensas que los especialistas (Fritz 1992). En contraste, dos de las morfo-especies

registradas en este estudio, Hl y H2, pertenecen al género Xylophanes (Com. Pers. A.



Pescador), que por lo general se alimenta de especies de la familia Rubiaceae,
particularmente del género Psychotria (Janzen. y Hallwachs 2005). Si estos herbivoros
especialistas no son sensibles a las defensas de P. horizontalis, podrian generar patrones de
herbivoria similares en ambos morfos, a pesar de las diferencias en calidad detectadas por
los herbivoros generalistas utilizados en la prueba de palatabilidad.

Otra posibilidad es que la preferencia de los herbivoros por un morfo u otro cambie
a lo largo de la temporada reproductiva. Si la inversion reproductiva de los morfos fuera
diferente en el tiempo (Delph 1990, Delph et al. 1993), se esperaria que Pin, el morfo mas
femenino, tuviera un mayor gasto durante la maduracion de los frutos. Durante este tiempo,
los individuos del morfo Pin podrian utilizar el carbono almacenado en sus hojas para la
produccion de frutos, reduciendo asi su concentracion de metabolitos secundarios. De esta
manera, se incrementaria su palatabilidad conforme avanza la temporada reproductiva y los
niveles de herbivoria entre morfos podrian igualarse. Sin embargo, el patron de herbivoria
registrado por las dos mediciones no sustenta esta afirmacion, ademds seria necesario
contar con datos sobre la inversion reproductiva y la concentracion de taninos en las hojas a
través del tiempo para sostener esta hipotesis.

Por ultimo, la falta de diferencias en folivoria entre morfos podria ser promovida
por una mayor influencia del tercer nivel tréfico que por el grado de defensa de las plantas
(Bernays y Graham 1988, Hunter y Price 1992, Erikson et al. 2004). Esto podria suceder si
el costo de alimentarse de una planta con follaje de baja calidad nutricional fuera menor
para los herbivoros que el costo que involucra la depredacion (Damman 1987). Si este fuera
el caso, el riesgo de depredacion por aves y avispas podria incrementarse en plantas con
pocas defensas y con altas densidades de herbivoros (Sipura 1999), o al moverse para
buscar plantas de mejor calidad (Bergelson y Lawton 1988). Este escenario promoveria una
distribucion homogénea de los herbivoros en la poblacion de P. horizontalis,
independientemente de sus niveles de defensa, homogeneizando los niveles de herbivoria.
Seria recomendable realizar estudios posteriores para evaluar la posibilidad de que sean los
enemigos naturales de los herbivoros los que determinan su distribuciéon y como
consecuencia el dafo foliar en P. horizontalis.

La posibilidad de que los herbivoros afecten los sistemas reproductivos de las

plantas de manera directa (Steets y Ashman 2004, Ivey y Carr 2005, Ashman et al. 2004) y



de manera indirecta afectando su relacion con los polinizadores (Lehtild y Strauss 1997,
Strauss 1997, Krupnick y Weis 1999), ya ha sido propuesta, sin embargo, la posibilidad de
que el tercer nivel tréfico juegue también un papel en este proceso, moldeando los patrones
de distribucion de los herbivoros y restringiendo asi las presiones que pudieran representar
para la especializacion sexual, no se ha sugerido antes y requiere de mayor atencién en

investigaciones futuras.

Impacto de la herbivoria en la adecuacion
En ambos morfos florales se encontrd que la combinacion de altos niveles de los dos tipos
de herbivoria tuvo como consecuencia una reducciéon en los niveles de adecuacion
femenina. Esta situacion no es sorprendente, debido a que los efectos negativos de ambos
tipos de herbivoria sobre la adecuacion ya se han descrito y estan bien fundamentados
(Harper 1977, Coley et al. 1985, Ricklefs y Miller 1999, McCall e Irwin 2006).

Se encontraron diferencias interesantes entre los efectos no aditivos de
combinaciones particulares de cada tipo de de herbivoria. Por un lado, el morfo Thrum tuvo
una baja capacidad para tolerar ambos tipos de herbivoria, ya que sus niveles mas altos de
adecuacion femenina correspondieron a los niveles mas bajos de ambos tipos de dafo. Sin
embargo, este morfo mostré una capacidad para tolerar la folivoria cuando los niveles de
florivoria eran bajos y viceversa, pero no para tolerar simultaneamente niveles intermedios
o altos de ambos tipos de daio.

Por otro lado, el morfo Pin mostré una capacidad mayor que la del Thrum para
tolerar niveles intermedios de ambos tipos de herbivoria; mostrando inclusive patrones de
sobrecompensacion ante un solo tipo de dafo, ya que cuando se presentaron niveles bajos
de ambos tipos de herbivoria, la adecuacion fue menor que cuando se presentaron niveles
intermedios. El modelo predice una tendencia en este morfo, que concuerda con los datos
registrados en el campo, a tolerar altos niveles de florivoria y altos niveles de folivoria,
siempre y cuando no ocurran simultaneamente. Esta situacion sugiere que las plantas Pin
tienen limitaciones energéticas para tolerar altos niveles de ambos tipos de herbivoria.

La tolerancia observada en Pin podria ser promovida gracias a la expresion de
mecanismos de compensacion como el incremento en las tasas fotosintéticas, la

reasignacion de recursos o la activacion de meristemos (Stowe et al. 2000). En el caso de la



folivoria, cuando esta se da en las primeras etapas de la temporada reproductiva, las plantas
tienen tiempo para mitigar los efectos sobre la produccion de frutos durante el periodo de
maduracion de los mismos (Maschinski y Whitham 1989). También hay mecanismos
particulares que permiten tolerar los efectos de los florivoros, como la produccion de mas
flores, el aborto de las flores dafiadas y consecuente reasignacion de los recursos que se
iban a destinar a ellas, a las flores remanentes y el incremento en el atractivo para los
polinizadores de las flores que se produciran subsecuentemente (Louda 1982, McCall e
Irwin 2006). Las diferencias observadas en la capacidad de cada morfo de tolerar ambos
tipos y niveles de herbivoria, podrian ser explicadas bajo el mismo razonamiento que el
utilizado para explicar una asignacion diferencial a la defensa: Si los morfos difieren en las
tasas intrinsecas de crecimiento y el Thrum crece mas rapido que el Pin, entonces el Pin
tendria una reserva de recursos adicional para asignar a la tolerancia. Los resultados de la
prueba de palatabilidad sugieren que el morfo Thrum es menos resistente que el Pin y dado
que no se observaron diferencias en los niveles de dafio foliar entre morfos, entonces
probablemente P. horizontalis es una de las especies en las que la mejor estrategia para
lidiar con los herbivoros ya no es la resistencia, sino la tolerancia (Jokela et al. 2000).

Por otro lado, si la capacidad fotosintética de los frutos permite tener una tolerancia
mayor a la herbivoria (Bazzaz et al. 1997), el morfo Pin, que tuvo mas frutos podria
obtener un mayor beneficio de fotosintatos adicionales.

Los efectos negativos de la florivoria en la adecuacion pueden ser directos (McCall
e Irwin 2006), ya que ésta implica el consumo de los gametos y los drganos sexuales
(Krupnick 'y Weis 1999, Leege y Wolfe 2002), ademas de que disminuye
significativamente la calidad y la cantidad de las flores que se producen después del dafio
(McCall 2006). Por otro lado, la florivoria también tiene efectos directos en la adecuacion,
ya que puede provocar alteraciones en la conducta de los polinizadores como consecuencia
de los cambios que implica en el despliegue floral (Lehtild y Strauss 1997). Este estudio no
permite distinguir en qué medida los efectos nocivos de ésta fueron directos o indirectos,
por lo que seria recomendable realizar estudios mas detallados.

Las diferencias observadas en adecuacion femenina entre morfos podrian estar
relacionadas con las respuestas diferenciales ante el dafio por herbivoros. De ser asi, la

herbivoria en P. horizontalis podria contribuir y reforzar el proceso de especializacion



sexual, pero a diferencia de lo que se ha sugerido en otros estudios, no es a través del
consumo diferencial de los 6rganos florales (Olesen 1979, Leege y Wolfe 2002) ni como
consecuencia de distintos niveles de folivoria entre morfos (Ornelas et al. 2004). En este
caso las diferencias entre morfos se encuentran en la manera en que estos responden ante la
herbivoria. Por alguna razon hasta ahora desconocida, el morfo Pin tiene una mayor
capacidad que el Thrum para tolerar la florivoria y la folivoria mediante la produccion de
mas frutos. Este constituye el primer reporte de diferencias en la capacidad compensatoria a

la herbivoria entre morfos de especies heterostilicas.



Conclusiones
Este estudio aporta evidencias de que es necesario entender la evolucion de los sistemas
reproductivos en un contexto en el que las plantas interactian con diversos enemigos
naturales; ya que éstos pueden ejercer presiones ecoldgicas importantes que moldeen las
estrategias de asignacion de recursos a la reproduccion en las plantas.

A pesar de que no se encontraron diferencias en los niveles de florivoria y dafio
foliar como se ha reportado en otros sistemas, este estudio sugiere diferencias en la
susceptibilidad de cada morfo al dafio por florivoros y folivoros y en su capacidad de
compensarlo, proponiendo asi que esta capacidad podria ser un factor importante en el

proceso de especializacion sexual.
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