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RESUMEN

Las plantas dioicas se caracterizan por la produccion de flores estaminadas (masculinas) y
flores pistiladas (femeninas) en organismos separados. Esta separacion de las funciones
reproductivas en plantas separadas tiene diversas implicaciones. Una de las mas prominentes
es la asignacion diferencial (intersexual) de recursos. Los recursos se destinan a tres
funciones primordialmente: la reproduccion, el crecimiento y el mantenimiento (entre los que
se cuenta a la defensa). En las plantas dioicas planteamos la existencia de dos fuertes
conflictos de asignacion de recursos: a) reproduccion vs. crecimiento y b) crecimiento vs.
defensa. Las plantas femeninas asignan un porcentaje elevado de sus recursos a la
reproduccion, limitando la cantidad de recursos disponibles para crecer. Ante esta limitacion
de recursos para asignar al crecimiento vegetativo, y disminucion en la tasa de recambio
foliar en las plantas femeninas, con respecto a las plantas masculinas, se espera un aumento
en la concentracion de compuestos secundarios como una defensa efectiva contra los
herbivoros y consecuentemente menos dafio por herbivoria.

El estudio fue realizado en los alrededores de la Estacion de Biologia Los Tuxtlas,
Veracruz, México. Las especies de estudio fueron Chamaedorea alternans, C. ernesti-
augusti y C. pinnatifrons. Unicamente en el capitulo quinto se incluy6 a C. tepejilote.

En el capitulo uno, se abordan los conflictos de asignacion a la reproduccion,
crecimiento y defensa, asi como sus consecuencias en la herbivoria de las plantas adultas
(reproductivas). Las plantas femeninas realizaron una asignacion a la reproduccion, en
biomasa, tres veces mas elevada con respecto a las plantas masculinas. Las plantas
masculinas presentaron una tasa de crecimiento (altura, tasa de produccién foliar y
produccion de biomasa) mas elevada. Las plantas femeninas de las tres especies mostraron
rasgos (dureza foliar y concentracién de fenoles totales) que sugieren una mayor inversion en
la defensa. De acuerdo con lo anterior, las plantas femeninas tuvieron entre 48-87% menor
tasa de herbivoria.

En el capitulo dos, estimamos el esfuerzo reproductivo en términos de asimilacion
durante la fotosintesis y consumo de carbono durante la respiracion, en plantas masculinas y
femeninas de Chamaedorea alternans. Las estimaciones del esfuerzo reproductivo mediante

la respiracion y la fotosintesis reproductiva no mostraron diferencias entre sexos. No



obstante, en términos de biomasa, las plantas femeninas destinaron hasta 3.3 veces la
biomasa que destinaron las plantas masculinas para la produccion de flores.

En el capitulo tres, se evalud el impacto que tiene la defoliacion experimental en la
asignacion de recursos a la reproduccion y el crecimiento. Se aplicaron tres tratamientos: 1)
0% de defoliacion, 2) 25% de defoliacion y 3) 50% de defoliacion. La longitud y peso de las
inflorescencias de las plantas con los tratamientos con 25 y 50% de defoliacion, disminuyé
significativamente con respecto a plantas sin defoliacion. Las plantas femeninas sin
defoliacion produjeron significativamente mas frutos cuajados, 1.48 veces, que el tratamiento
con 25% de defoliacion. La produccion de biomasa disminuy0 en las plantas femeninas de C.
pinnatifrons con 25 y 50% de defoliacion.

En el capitulo cuarto se analizé el patron de distribucion de las variables asociadas al
crecimiento, defensa y herbivoria de cien individuos pre-reproductivos por cada una de las
tres especies de estudio. Se analiz6 el patron de distribucion del incremento en altura del
tallo, la produccién de biomasa nueva en tallo y hojas, y la tasa de crecimiento relativa (RGR
del inglés Relative Growth Rate) del tallo. Estas cuatro variables fueron analizadas en las tres
especies, para un total de 12 comparaciones. Ocho de estas doce comparaciones mostraron
un comportamiento unimodal. La concentracion de compuestos secundarios fue también
unimodal en las tres especies, asi como la herbivoria puntual de las tres especies. Sin
embargo, la tasa de herbivoria de C. alternans presenta una distribucién multimodal. Estos
resultados sugieren que durante la fase pre-reproductiva no hay diferencias intersexuales en
el crecimiento y la defensa, como fue demostrado en las plantas reproductivas adultas.

Finalmente, en el capitulo quinto se exploré un posible método de separacion del
género en estado previo a la reproduccion. El estudio abordo6 la comparacion del contenido
de ADN entre plantas masculinas y femeninas en cuatro especies del género Chamaedorea.
El contenido de ADN en picogramos fué estadisticamente indistinto entre plantas masculinas
y femeninas, aunque existe una clara diferencia entre especies.

Los resultados de este trabajo nos permiten abordar la importancia de la asignacion
diferencial de recursos a la reproduccion en la ontogenia de las plantas, y sus implicaciones
en los patrones de asignacion a otras funciones. La herbivoria juega una presion de seleccion

importante en los patrones de asignacion.



ABSTRACT

Dioecious plants present contrasting resource allocation patterns between sexes. Male plants
produce staminate flowers, and female plants produce both pistillate flowers and fruits. This
sexual asymmetry n plants provides an excellent opportunity for examining the tradeoffs in
resource allocation. In general, plants allocate resources among three major conflicting
functions: reproduction, growth and maintenance (i.e., metabolism or defense) and, typically,
female plants allocate a greater fraction of their resources to reproductive structures than their
male counterparts. This is due to the investment in fruit and seed production, which limits the
resources available for growth. Allocation theory predicts a growth-defense tradeoff leading to
the hypotheses that male plants would: grow faster, be less defended against herbivores and
exhibit higher herbivory than female plants. In addition, we hypothesized that juvenile plants,
not having such a differential resource allocation to reproduction, would exhibit a unimodal
inter-individual variation in growth, herbivory and defense.

To address these relationships, | examined the ecology of three diocious, smpatric
species. The study was conducted at the Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, a field
station of the National University of México (UNAM). Three species of Chamaedorea were
included in this study: C. alternans, C. ernesti-augusti and C. pinnatifrons. Beyond these, an
additional specis, C. tepejilote, was included only in one chapter .

In chapter one, predictions derived from the resource allocation tradeoffs between 1)
reproduction and growth, and 2) growth and defense were tested in adult plants. We found that
allocation to reproduction (proportional biomass) was consistently higher in Chamaedorea
pinnatifrons, similar to what has been found for the other two species
Using an adult male-female paired design with three sympatric Chamaedorea species (C.
alternans, C. ernesti-augustii and, C. pinnatifrons), we found that growth (height, leaf
production rate and biomass production) was higher in male plants of all three species. Female
plants of the three species had 4-16% tougher leaves, and 8-16% higher total phenolic
compounds. Accordingly, female plants sustained 49-87% lower herbivory rates than male
plants.

In chapter two, reproductive effort of male and female plants was estimated using
carbon as currency. Biomass, respiration and photosinthesis were measured in reproductive

structures and leaves of male and female plants. The reproductive effort in terms of biomass



was 3.3-times higher in female than male plants. However, reproductive efort in terms of
respiration or reproductive photosinthesis did not show significant differences between sexes.

In chapter three, the prediction that herbivory would have differential consequences on
the performance of male and female plants, with female plants resulting more negatively
affected, a defoliation experiment was conducted. Three defoliation treatments were applied:
1) 0%, 2) 25% and 3) 50% in both sexes. Defoliation had negative effects on the growth and
reproductive structures. The length and weight of the inflorescences of treatments with
defoliation 25 and 50%, significantly decreased compared to plants without defoliation.
Female plants with defoliation 25 % had a lower number of fruit set in relation to female
plants without defoliation. Biomass production decreased in female plants of C. pinnatifrons
with defoliation 25 and 50%. | therefore conclude that herbivory could be a selection pressure
for defenses production.

In chapter four, the pattern of phenotypic distribution of variables associated with
growth, defense and herbivory of 100 plants in pre-reproductive stage was analyzed. The
frequency distribution of growth (increase in stem height, biomass production of new stem
and leaves, and relative growth rate of the stem) were unimodal in most comparisons. The
frequency distribution of defense and herbivory were unimodal in three species of
Chamaedorea. The absence of a significant bi-modal distribution of these characteristics
suggest a lack of asymmetry among sexes in the pre-reproductive stage.

In chapter five, with the goal of discriminate between male and female plants in pre-
reproductive stage of Chamaedorea palms, DNA content and chromosome number were
analyzed in four sympatric Chamaedorea species. Flow cytometric analysis of DNA content
was performed using nuclei isolated from young leaves of male and female plants. C.
tepejilote and C. alternans with 2n =2x=32, x=16 and C. pinnatifrons and C. ernesti-augusti,
with 2n=2x=26, x=13. Nuclear 2C DNA content was 5.95 pg in C. tepejilote, 6.67 pg in C.
pinnatifrons, 8.26 pg in C. ernesti-augusti and 12.34 pg in C. alternans. DNA content did not
vary significantly between male and female plants.

The results of this study through some light on the ecological and evolutionary
significance of plant dioecy, by highlighting the importance of the differential allocation of
resources to reproduction at different stages of ontogeny in plants and their implications in

patterns of allocation to other functions and its consequences on herbivory.



INTRODUCCION GENERAL

El ambiente fisico y bidtico donde crecen las plantas demanda de ellas mecanismos de
supervivencia y defensa, lo que determina muchas de las caracteristicas de las plantas. Entre
los componentes del ambiente bidtico resaltan los animales que consumen tejido vegetal, como
muchos insectos y mamiferos. En particular, la interaccion entre las plantas y los insectos ha
recibido especial atencion. La diversidad y abundancia de insectos herbivoros es enorme.
Existen mas de 400 000 especies de insectos de este tipo que se alimentan de aproximadamente
300 000 especies de plantas (Schoonhoven et al., 2006). Tal es la importancia de esta
interaccion que cuando Ehrlich y Raven (1964) detectaron la estrecha relacion entre las
mariposas y las plantas de las que se alimentan, concluyeron que las plantas y los fitéfagos han
coevolucionado y diversificado, en parte, en respuesta a su interaccion.

Numerosas caracteristicas de las plantas pudieron haber surgido como una respuesta
evolutiva ante la accion de los herbivoros (Marquis 1992). La distribucion de los compuestos
secundarios en diferentes partes de la planta (McKey, 1979; Schoonhoven et al., 2006), asi
como las diferencias en cantidad y tipos de compuestos secundarios entre especies (Rhoades y
Cates, 1976; Coley et al., 1985; Schoonhoven et al., 2006), son algunos de los atributos que
testifican el impacto de la herbivoria en las plantas. La presencia casi universal en el reino
vegetal de barreras fisicas y quimicas antiherbivoro sugiere que estos atributos evolucionaron
en respuesta a una importante fuerza selectiva que ha operado en el pasado.

Existe evidencia que prueba que hay una asociacién positiva entre la presencia de los
herbivoros y los rasgos de resistencia. La composicién quimica secundaria es un rasgo
defensivo que puede influir en el nivel de dafio, y varia con el genotipo y el ambiente en el que

las plantas crecen (Dirzo y Harper, 1982; Marquis, 1992). Sin embargo, debido a que estos



rasgos aparecieron hace mucho tiempo, no es posible afirmar que fueron producidos por la
accion selectiva de los herbivoros o patdgenos. Es posible que estos mismos rasgos
evolucionaran para cumplir una funcién alternativa como la proteccion contra radiaciones u
otras (Marquis, 1987).

Sin embargo, desde hace algunas décadas se ha sugerido que los compuestos
secundarios (llamados asi porque no parecen tener un papel directo en el metabolismo
primario) protegen a las plantas del consumo de los herbivoros (Fraenkel, 1959; Rhoades y
Cates, 1976; McKey, 1979; Rhoades, 1979; Coley et al., 1985; Tuomi et al., 1988).
Ciertamente, las plantas han evolucionado un conjunto de defensas fisicas (Stevenson et al.,
1993) y quimicas (Feeny, 1976; Rhoades y Cates, 1976; Rhoades, 1979), bajo condiciones
abioticas diversas, y diferentes teorias han sido creadas para explicar el surgimiento de la
defensa en las plantas (Stamp, 2003).

Algunas de las principales hipdtesis de la defensa son: 1) la hip6tesis de la defensa
Optima, 2) la hipotesis del balance Carbono-Nutriente y 3) la hip6tesis de la tasa de
crecimiento.

La hipétesis de la defensa 6ptima fue la primera en ser creada. Esta hipétesis postula
gue a) los organismos asignan defensas que maximicen su adecuacion , b) las defensas
evolucionan en proporcion directa al riesgo de depredacion y en proporcion inversa al costo de
la defensa, c) las defensas disminuyen cuando los enemigos estan ausentes y se incrementan
cuando estan presentes y d) existe un conflicto entre la defensa y otras funciones de la planta
(crecimiento y reproduccion) (Rhoades, 1979). La herbivoria es la fuerza selectiva primaria
para la produccion de metabolitos secundarios y las defensas reducen la herbivoria son los
supuestos de esta teoria. La hip6tesis de la apariencia es una hipotesis derivada de esta teoria

(Feeny, 1976; Rhoades y Cates, 1976). Las plantas aparentes son de lento crecimiento y por lo



tanto son féaciles de encontrar por los herbivoros. Las defensas costosas llamadas
“cuantitativas” o de alto peso molecular, como los fenoles son producidos por estas plantas
Ilamadas aparentes. En contraste, las plantas no aparentes son de rapido crecimiento y
frecuentemente escapan a los herbivoros especialistas. Las defensas poco costosas llamadas
“cualitativas” son relativamente de bajo peso molecular, como los alcaloides, los
glucosinolatos y los glucésidos cianogénicos.

La hipotesis del balance Carbono:Nutriente describe como el aporte de carbono y
nutrientes en el ambiente influyen en la expresion fenotipica de la defensa por las plantas. El
carbono es asignado al crecimiento siempre que haya suficientes nutrientes minerales. El
carbono en exceso 0 que esta por arriba de los niveles requeridos para crecer, es asignado a
diferentes aleloquimicos basados en carbono y/o almacenaje de carbohidratos (Bryant et al.,
1983; Tuomi et al., 1988). La hipotesis del balance Carbono:Nutriente asume que la herbivoria
es la fuerza de seleccion primaria para los metabolitos secundarios constitutivos y que las
defensas reducen la herbivoria, aunque no asume que la cantidad y tipo de defensa sean
seleccionados por la herbivoria (Tuomi et al., 1988).

La hipétesis de la Tasa de Crecimiento o hip6tesis de la Disponibilidad de Recursos de
Coley (et al. 1985), explica el patron de defensa para grupos de especies altamente
contrastantes en sus tasas de crecimiento y formas de vida. Las plantas de crecimiento rapido
(p. €j., las especies pioneras o de sucesion primaria) estan adaptadas a ambientes con
abundancia de recursos, mantienen una tasa de crecimiento elevada, con lo que se favorece la
tasa de reparacion de dafio foliar y, los niveles en la defensa quimica son generalmente bajos.
En el segundo grupo estéan las especies de crecimiento lento (p. €j., las especies de sucesion
tardia), ellas estan adaptadas a ambientes pobres en recursos, se caracterizan por presentar

bajas tasas de crecimiento y la reparacion del dafio foliar es reducida. Esta hip4tesis asume que



la herbivoria es una importante fuerza de seleccion para la produccion de metabolitos
secundarios y que la defensa tiene un costo.

Ante este escenario, seria interesante estudiar el papel de la herbivoria en los sistemas
sexuales, concretamente en un sistema dioico. La herbivoria podria tener una funcion
importante en la evolucion de los sistemas sexuales (Ashman, 2002).

En particular, el dioicismo se caracteriza por presentar plantas con flores estaminadas y
plantas con flores pistiladas (Sakai y Weller, 1999). Tipicamente las plantas masculinas de
especies dioicas producen un mayor namero de flores, con lo cual incrementan la dispersion de
polen y con esto su adecuacion (Armstrong y Irvine, 1989; Otero-Arnaiz y Oyama, 2001). Las
plantas femeninas, en cambio, aunque producen menos flores, originan frutos de gran tamafio
que pueden ser dispersados por animales (Bawa, 1980b, a; Delph, 1990). Este dimorfismo
sexual que existe entre plantas dioicas genera diferencias muy marcadas en los patrones de
asignacion de recursos (Lloyd y Webb 1977). Las plantas femeninas invierten una proporcion
relativamente mayor de recursos para la maduracion de los frutos que las plantas masculinas
(Bullock, 1984; Oyama y Dirzo, 1988; Popp y Reinartz, 1988; Obeso, 1997; Rocheleau y
Houle, 2001; Turcotte y Houle, 2001; Obeso y Retuerto, 2002; Dudley, 2006; Ueno et al.,
2006). En cambio las plantas masculinas destinan un menor porcentaje de su energia a la
reproduccion y aportan un alto porcentaje al crecimiento vegetativo (Boecklen et al., 1990;
Jing y Coley, 1990; EImqvist et al., 1991; Obeso, 1997; Montesinos et al., 2006). Se esperaria
que tales diferencias en el dimorfismo reproductivo (Lloyd y Webb 1977) tuviesen efectos que
se manifiestaran ademas de los conflictos de asignacion de recursos, en la herbivoria.

La evidencia mostrada por la literatura no es contundente; si bien en algunos casos las
plantas masculinas presentan una mayor tasa de crecimiento (Boecklen et al., 1990; Jing y

Coley, 1990; Elmqvist et al., 1991; Obeso, 1997; Montesinos et al., 2006; Stevens y Esser,



2009) y una menor concentracion de metabolitos secundarios (Boecklen et al., 1990; Jing y
Coley, 1990; EImqvist et al., 1991), existen estudios que demuestran un mayor crecimiento en
las plantas femeninas o que no existen diferencias intersexuales (Faria y Fernandes, 2001;
Espirito-Santo et al., 2003). Al parecer, la mayoria de los estudios en plantas dioicas
demuestran la preferencia de los herbivoros por el follaje de las plantas masculinas (Jing y
Coley, 1990; Hjalten, 1992; Boecklen y Hoffman, 1993; Cornelissen y Stiling, 2005).

Los conflictos de asignacion préacticamente no han sido explorados en plantas que no
han iniciado la reproduccion debido a la falta de estructuras que permitan identificar el género.
Es posible que los conflictos de asignacion se manifiesten a partir de que inicia la
reproduccion. Sin embargo también es factible que los conflictos de asignacion se manifiesten
antes del primer evento reproductivo. Las diferencias intersexuales en la tasa de crecimiento, y
la concentracion de compuestos quimicos en el sentido en que ocurren en las plantas adultas
podrian manifestarse antes de iniciar la reproduccion, causando diferencias intersexuales en
palatabilidad y consecuentemente en la herbivoria. Sin embargo, se sabe que en la mayoria de
las plantas dioicas, las plantas femeninas asignan un alto porcentaje de recursos a la
reproduccion. También podria ocurrir que antes de iniciar la reproduccién, las plantas
femeninas almacenen recursos a una tasa mas acelerada con respecto a las plantas masculinas.
De esta forma, las plantas femeninas podrian tener un almacenamiento suficiente de recursos
para destinar a la reproduccion. Bajo este escenario se esperaria que la tasa de crecimiento de
las plantas pre-reproductivas fuese distinta en las plantas femeninas que en plantas masculinas.

En este estudio contrastamos los patrones de asignacion a la reproduccion al
crecimiento, la defensa y sus consecuencias en herbivoria en plantas adultas. La distribucion de
las variables asociadas al crecimiento, la defensa y la herbivoria, fué explorada en plantas que

no han iniciado la reproduccion; y exploramos un posible método de identificacion del género



que consistié en comparar el contenido de ADN nuclear mediante citometria de flujo entre

plantas masculinas y femeninas de palmas dioicas del género Chamaedorea.

LITERATURA CITADA

Armstrong, J.E., y Irvine, A.K. (1989) Flowering, sex ratios, pollen-ovule ratios, fruit set, and
reproductive effort of a dioecioius tree, Myristica insipida (Myristicaceae) in two
different rain forest communities. American Journal of Botany, 76, 74-85.

Ashman, T.L. (2002) The role of herbivores in the evolution of separate sexes from
hermaphroditism. Ecology, 83(5), 1175-1184.

Bawa, K.S. (1980a) Evolution of dioecy in flowering plants. Annual Review of Ecology and
Systematics, 11, 15-39.

Bawa, K.S. (1980b) Mimicry of male by female flowers and intrasexual competition for
pollinators in Jacaratia-dolichaula (D Smith) woodson (Caricaceae). Evolution, 34(3),
467-474.

Boecklen, W.J., y Hoffman, M.T. (1993) Sex-biased herbivory in Ephedra-trifurca - the
importance of sex-by-environment interactions. Oecologia, 96(1), 49-55.

Boecklen, W.J., Price, P.W., y Mopper, S. (1990) Sex and drugs and herbivores - sex-biased
herbivory in arroyo willow (Salix-lasiolepis). Ecology, 71(2), 581-588.

Bryant, J.P., Chapin Ill, F.S., y Klein, D.R. (1983) Carbon/nutrient balance of boreal plants in
relation to vertebrate herbivory. Oikos, 40, 357-368.

Bullock, S.H. (1984) Biomass and nutrient allocation in a neotropical dioecious palm.
Oecologia, 63(3), 426-428.

Coley, P.D., Bryant, J.P., y Chapin, F.S. (1985) Resource availability and plant antiherbivore
defense. Science, 230(4728), 895-899.

Cornelissen, T., y Stiling, P. (2005) Sex-biased herbivory: a meta-analysis of the effects of
gender on plant-herbivore interactions. Oikos, 111(3), 488-500.

Delph, L.F. (1990) Sex-differential resource-allocation patterns in the subdioecious shrub Hebe
subalpina. Ecology, 71(4), 1342-1351.

Dirzo, R., y Harper, J.L. (1982) Experimental studies on slug-plant interactions. I1I.
Differences in the acceptability of individual plants of Trifolium repens to slugs and
snails. Journal of ecology, 70, 101-117.

Dudley, L.S. (2006) Ecological correlates of secondary sexual dimorphism in Salix glauca
(Salicaceae). American Journal of Botany, 93(12), 1775-1783.

Ehrlich, P.R., y Raven, P.H. (1964) Butterflies and plants: a study in coevolution. En
Foundations of ecology classic papers with commentaries (L.A. Real, y J.H. Brown,
eds), Chicago: The University of Chicago Press, pp. 362-384.

Elmaqvist, T., Cates, R.G., Harper, J.K., y Gardfjell, H. (1991) Flowering in males and females
of a Utah willow, Salix-rigida and effects on growth, tannins, phenolic glycosides and
sugars. Oikos, 61(1), 65-72.

Espirito-Santo, M.M., Madeira, B.G., Neves, F.S., Faria, M.L., Fagundes, M., y Fernandes,
G.W. (2003) Sexual differences in reproductive phenology and their consequences for

10



the demography of Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), a dioecious tropical shrub.
Annals of Botany, 91(1), 13-109.

Faria, M.L., y Fernandes, G.W. (2001) Vigour of a dioecious shrub and attack by a galling
herbivore. Ecological Entomology, 26(1), 37-45.

Feeny, P.P. (1976) Plant apparency and chemical defense. En Coevolution of animals and
plants (L.E. Gilbert, y P.H. Raven, eds), Austin, Texas: Texas University Press., pp. 3-
19.

Fraenkel, G.S. (1959) The raison d'étre of secondary plant substances. Science, 129, 1466-
1470.

Hjalten, J. (1992) Plant sex and hare feeding preferences. Oecologia, 89(2), 253-256.

Jing, SW., y Coley, P.D. (1990) Dioecy and herbivory: the effect of growth rate on plant
defense in Acer-negundo. Oikos, 58(3), 369-377.

Marquis, R.J. (1987) Variacion en la herbivoria foliar y su importancia selectiva en Piper
arieianum (Piperaceae). Revista de Biologia Tropical, 35 35 (Suppl.), 133-149.

Marquis, R.J. (1992) Selective impact of herbivores. En Plant resistance to herbivores and
pathogens. Ecology, evolution, and genetics, Chicago, U.S.A: The University of
Chicago Press, pp. 301-325.

McKey, D. (1979) The distribution of secondary compounds within plants. En Herbivores:
Their Interaction with Secondary Plant Metabolites (G.A. Rosental, y D.H. Janzen,
eds), Nueva York: Academic Press, pp. 56-133.

Montesinos, D., De Luis, M., Verdu, M., Raventos, J., y Garcia-Fayos, P. (2006) When, how
and how much: Gender-specific resource-use strategies in the dioecious tree Juniperus
thurifera. Annals of Botany, 98(4), 885-889.

Obeso, J.R. (1997) Costs of reproduction in Ilex aquifolium: Effects at tree, branch and leaf
levels. Journal of Ecology, 85(2), 159-166.

Obeso, J.R., y Retuerto, R. (2002) Sexual dimorphism in holly llex aquifolium: cost of
reproduction, sexual selection or physiological differentiation? Revista Chilena de
Historia Natural, 75, 67-77.

Otero-Arnaiz, A., y Oyama, K. (2001) Reproductive phenology, seed-set and pollination in
Chamaedorea alternans, an understorey dioecious palm in a rain forest in Mexico.
Journal of Tropical Ecology, 17, 745-754.

Oyama, K., y Dirzo, R. (1988) Biomass allocation in the dioecious tropical palm Chamaedorea
tepejilote and its life history consequences. Plant Species Biology, 3, 27-33.

Popp, J.W., y Reinartz, J.A. (1988) Sexual dimorphism in biomass allocation and clonal
growth of Xanthoxylum americanum. American Journal of Botany, 75(11), 1732-1741.

Rhoades, D.F. (1979) Evolution of plant chemical defense against herbivores. En Herbivores:
Their interaction with secondary plant metabolites (G.A. Rosental, y D.H. Janzen, eds),
New York: Academic Press, pp. 1-55.

Rhoades, D.F., y Cates, R.G. (1976) Toward a general theory of plant anti-herbivore chemistry.
En Biochemical interaction Between Plants and Insects (J.W. Wallance, y E.L. Mansell
eds), Nueva York: Plenum Press, pp. 168-213.

Rocheleau, A.F., y Houle, G. (2001) Different cost of reproduction for the males and females
of the rare dioecious shrub Corema conradii (Empetraceae). American Journal of
Botany, 88(4), 659-666.

Sakai, A.K., y Weller, S.G. (1999) Gender and sexual dimorphism in flowering plants: A
review of terminology, biogeographic patterns, ecological correlates, and phylogenetic

11



approaches. En Gender and Sexual dimorphism in flowering plants (M.A. Geber, T.E.
Dawson, y L.F. Delph, eds), Berlin: Springer-Verlag, pp. 1-31.

Schoonhoven, L.M., van Loon, J.J.A., y Dicke, M. (2006) Insect-Plant Biology. Nueva York:
oxford university Press, 421 pp.

Stamp, N. (2003) Out of the quagmire of plant defense hypotheses. The Quarterly Review of
Biology, 78(1), 23-55.

Stevens, M.T., y Esser, S.M. (2009) Growth-defense tradeoffs differ by gender in dioecious
trembling aspen (Populus tremuloides). Biochemical Systematics and Ecology, 37(5),
567-573.

Stevenson, P.C., Blaney, W.M., Simmonds, M.J.S., y Whightman, J.A. (1993) The
identification and characterization of resistance in wild species of Arachis to
Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae). Bulletin of Entomogical Research, 83,
421-429.

Tuomi, J., Niemeld, P., Chapin I1l, F.S., Bryant, J.P., y Sirén, S. (1988) Defensive responses of
trees in relation to their carbon/nutrient balance. En Mechanisms of woody plant
defenses against insects: search for pattern (W.J. Mattson, J. Levieux, y C. Bernard-
Dagan, eds), New York: Springer-Verlag, pp. 57-72.

Turcotte, J., y Houle, G. (2001) Reproductive costs in Salix planifolia ssp planifolia in
subarctic Quebec, Canada. Ecoscience, 8(4), 506-512.

Ueno, N., Kanno, H., y Seiwa, K. (2006) Sexual differences in shoot and leaf dynamics in the
dioecious tree Salix sachalinensis. Canadian Journal of Botany-Revue Canadienne De
Botanique, 84(12), 1852-1859.

12



Capitulo 1

Sex-Related Differences in Reproductive
Allocation, Growth, Defense and
Herbivory in Three Dioecious Neotropical

Palms



OPEN 8 ACCESS Freely available online

© pLos one

Sex-Related Differences in Reproductive Allocation,
Growth, Defense and Herbivory in Three Dioecious

Neotropical Palms

Verénica Cepeda-Cornejo'*, Rodolfo Dirzo'>

1 Departamento de Ecologia Evolutiva, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de México, México, Distrito Federal, México, 2 Department of Biology,

Stanford University, Stanford, California, United States of America

Abstract

Background: Frequently, in dioecious plants, female plants allocate more resources to reproduction than male plants.
Therefore it is expected that asymmetrical allocation to reproduction may lead to a reproduction-growth tradeoff, whereby
female plants grow less than male plants, but invest more in defenses and thus experience lower herbivory than male
plants.

Methodology/Principal Findings: We tested these expectations by comparing resource allocation to reproduction, growth
and defense and its consequences on herbivory in three sympatric dioecious Chamaedorea palms (C. alternans, C.
pinnatifrons and C. ernesti-augusti) using a pair-wise design (replicated male/female neighboring plants) in a Mexican
tropical rain forest. Our findings support the predictions. Biomass allocation to reproduction in C. pinnatifrons was 3-times
higher in female than male plants, consistent with what is known in C. alternans and C. ernesti-augusti. Growth (height and
leaf production rate and biomass production) was higher in male plants of all three species. Female plants of the three
species had traits that suggest greater investment in defense, as they had 4-16% tougher leaves, and 8-18% higher total
phenolic compounds concentration. Accordingly, female plants sustained 53-78% lower standing herbivory and 49-87%
lower herbivory rates than male plants.

Conclusions/Significance: Our results suggests that resource allocation to reproduction in the studied palms is more costly
to female plants and this leads to predictable intersexual differences in growth, defense and herbivory. We conclude that
resource allocation to reproduction in plants can have important consequences that influence their interaction with
herbivores. Since herbivory is recognized as an important selective force in plants, these results are of significance to our
understanding of plant defense evolution.
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Introduction

The Resource Allocation Principle states that if resources are
limited, two or more functions compete directly and an increase in
resources allocated to one function will result in a decrease in
resources allocated to the other(s) [1]. In general, plants allocate
resources among three major conflicting functions: reproduction,
growth, and maintenance (i.e., metabolism or defense) [2]. In
general, natural selection should favor individuals exhibiting
higher lifetime reproductive values. However, one reproductive
event can have costs, and these are usually quantified as reduced
future fecundity and/or survival [3] and reduced growth [4]. This
situation can be reflected, for instance, within individual plants. In
llex aquifolium, the branches that produce fruits grow less than non
fruiting branches [5], which demonstrates a tradeoff between
growth and reproduction.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Dioecious plants (with staminate flowers produced on some
plants and pistillate flowers on other plants) provide an excellent
opportunity for examining the tradeoffs in resource allocation
related to plant reproduction. In these species, resource allocation
to reproduction is frequently asymmetrical between individuals of
the two sexes [6]. Typically, female plants allocate a greater
fraction of their resources (commonly measured as proportional
biomass) to reproductive structures than their male counterparts
[7,8], including some of our study species, Chamaedorea palms
[9,10]. It is known that, in comparison to female plants, male
plants produce more flowers [11,12], which demand a significant
use of nutrients [13,14]. However, when the full reproductive
season is considered, female plants incur in a considerably higher
investment in reproduction, largely due to the ripening of fruits
and seeds [8,15]. In female plants of dioecious species deploying
greater allocation of resources to reproduction than male plants, a
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tradeoft between reproduction and growth can occur, negatively
impacting growth because part of the resources that could be used
for the production of new leaves, stems and roots, are shifted to the
production of flowers, fruits and seeds. In female plants investing a
higher amount of nutrients (P, N, Mg, Ca) in reproduction than
male plants, the decrease in nitrogen levels limits the production of
new leaves [15,16]. Given this predominant tradeoff, female plants
are expected to protect their limited growth potential against tissue
loss via herbivory. Increased allocation to defense in female plants
is crucial, and feasible, particularly if plants produce Carbon-based
defensive compounds, a resource that is not so limited, in
comparison to other scarcer nutrients [17]. In contrast, male
plants have a comparatively higher availability of resources that
can be deviated to growth, rather than to defense. Increased
growth in male plants does not demand a high investment in
defense, as these plants can compensate for tissue lost to herbivory.
Differences in resource allocation to deploy resistance and
tolerance traits should result in differences in herbivory damage
between sexual morphs: male plants should exhibit higher levels of
herbivory than female plants [18,19].

Resource allocation tradeoffs between reproduction and growth
in female plants have been documented in a variety of species,
including herbaceous plants, shrubs and trees (e.g., Silene alba: [20],
Corema conradi: [15], llex aquifolium: [13], respectively). Indepen-
dently of assessing differential reproductive allocation, some
studies have shown that male plants of several dioecious species
exhibit greater growth than female plants [21-23].

In addition to the growth-reproduction tradeoff, there are
reasons to expect a tradeoff between growth and defense. Some
precursor molecules are needed for both synthesis of proteins and
secondary (defensive) metabolites [17]. Thus a tradeoff between
growth and defense may be inevitable. Given that herbivory
represents an important factor affecting plant fitness, ant-
herbivore traits, such as secondary compounds [24], and physical
defenses, such as trichomes [25] and toughness [26,27], have been
regarded as adaptive responses of plant species to deal with such
challenges (see [28]). Therefore, in dioecious species, patterns of
differential resource allocation to reproduction between male and
female plants may play an important role in determining the
patterns of defense and herbivory in the field.

The tradeoffs between reproduction, growth and defense, and
their consequences on herbivory of dioecious plants in the wild,
have attracted the attention of researchers for years. Recently,
Cornelissen & Stiling [19] performed a comprehensive meta-
analysis involving 54 studies and found evidence that, overall, male
plants exhibited significantly higher growth, had lower levels of
putatively defensive attributes, and sustained more damage by
herbivores than female plants. Surprisingly, the authors’s meta-
analysis did not detect significant differences in reproductive effort
between male and female plants, an important premise for the
deployment of the expected relationships among growth, defense
and herbivory [29]. Furthermore, most studies have assessed
tradeoffs between two functions and to our knowledge resource
allocation tradeoffs among reproduction, growth and defense, and
their herbivory levels, have been investigated only in two species of
dioecious plants. In one of them, with Baccharis halimifolia, the
authors considered only the number of flowers as a measure of
allocation to reproduction [30]. This measure may not represent
the total allocation to female reproduction, as fruit ripening is not
taken into account. In the other study, with Chamaedorea alternans,
resource allocation to defense was assessed only qualitatively
(presence or absence of secondary compounds) [10,31,32]. Thus,
further research simultaneously assessing tradeoffs among repro-
duction, defense and growth, and the reflection of that on
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herbivory should provide both a more integrated view of
allocation conflicts and evidence to help us understand the
apparent lack of consistency in the reported cases in the literature.

To this end, we compared three sympatric species of dioecious
palms (Chamaedorea spp.) from a Mexican tropical rain forest. We
first assessed differences in biomass allocation to reproduction and
then monitored growth for several years, measured defensive traits
and estimated herbivory. We made an effort to control for the
possible confounding effects of spatial heterogeneity, apparency,
and phenology. We used these three sympatric congeneric species
because they present detectable variations in herbivory, habitat
distribution and abundance—variables that may potentially lead
to local divergence in response. In a recent phylogenetic analysis of
Chamaedorea, including a total of 63 species, the three studied
species were placed in different clades [33]. This provides a means
to assess if, despite the contrasting ecological conditions in which
the species grow, and their phylogenetic positions, the predicted
patterns of allocation and their consequences on growth and plant-
herbivore interactions are consistent.

The specific questions we asked were: 1) Compared to male
plants, do female plants exhibit a greater biomass allocation to
reproduction? ii) Do differences in allocation translate into
differences in growth, defense and herbivory? i) Are there
consistent responses among the three sympatric species despite the
fact they exhibit interspecific contrasts in natural levels of
herbivory, microhabitat distribution, and abundance?

Methods

Study site

This study was conducted at the Estacion de Biologia Tropical Los
Tuxtlas, a field station of the National University of Mexico (UNAM)
(18°34'—18°36" N, 95°04'-95°09" W, 150 m as.l), in the state of
Veracruz, Mexico. The predominant vegetation of the area is tropical
rain forest, with trees up to 35 m tall. Understory vegetation is
dominated by palms, a crucial component of the structure and diversity
of the forest [34], mainly Astrocaryum mexicanum, and Chamaedorea spp.
Mean annual rainfall is 4700 mm and mean monthly temperature is
23.4°C [35]. Details of the natural history and ecology of the study
zone can be found in Gonzalez-Soriano et al. [36].

Study species

The genus Chamaedorea includes 107 species, distributed from
Mexico to Brazil and Bolivia [37], all of them dioecious. At the study
site there are six sympatric species of Chamaedorea, including the
three selected for this study: Chamaedorea alternans H. Wendl.,
Chamaedorea pinnatifrons (Jacq.) Oerst., and C. emesti-augustt H. Wendl.
The three species show a gradient in the degree of natural herbivory
in the direction C. alternans > C. pinnatifions > C. ernesti-augusti. These
species also vary in their abundance, showing the same ranking as
herbivore damage. In addition, the species have a distinguishable
degree of microhabitat separation, with C. alternans and C. pinnatyfrons
distributed in sites of lower elevation, while C. ernesti-augusti typically
occurs in sites of slightly higher elevation (400 m above sea level) (R.
Dirzo, unpub. data). The foliage of the three species is consumed by
small Chrysomelid beetles. C. alternans is the main food source of
larvae and adult Cabpthocephala  marginipennis (Chrysomelidae:
Casidinae) [32]; C. pinnatifrons is consumed by the larvae of the
same species, while C. erenesti-augustii shows leaf damage by an
unidentified beetle (V. Cepeda-Cornejo, unpub. data).

Resource allocation to reproduction

In order to assess resource allocation to reproduction, we used
available data from the literature for two of the species. Resource
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allocation to reproduction in terms of proportional biomass
allocated to reproductive structures had been measured previously
in C. emesti-august, by Bullock [9], and in C. alternans, by Oyama
and Dirzo [10]. Such studies represent an ideal source of
information for the present work, as they were carried out with
two of our study species, C. alternans (formerly known as C. tepejilote
but now assigned to its correct identity of C. alternans [38]), and C.
ernesti-augusti. Such studies were carried at our study site, and
specifically in the general area where we conducted this work.
Furthermore, such available data allowed us not to have to
destructively sample whole plants from our study populations in
the Los Tuxtlas preserve. In the case of C. pmnatifrons we assessed
biomass allocation to reproduction following the same general
methodology as in the other two studies, using plants available in a
population adjacent to the preserve. Six male and six female plants
of C. pinnatifrons were harvested during the peak of the
reproductive season of 2002. Plant height ranged from 1.16 m
to 2.42 m in female plants and from 1.17 m to 1.74 m in male
plants. Plants were dug out, taking care not to damage the roots
and each plant was separated into vegetative structures (roots, stem
and leaves) and reproductive structures (flowers and inflorescences
in the case of male plants, and fruits and infructescences in the case
of female plants). All plant materials harvested were kept at 80°C
in a drying oven for 48 h, until dry weight was constant, after
which they were weighed. With the dry weights of each structure
we calculated the proportional allocations in the same way as in
the previous studies with the other two species [9,10].

Field sampling design

In order to measure growth, leaf toughness and herbivory in the
three study species we randomly chose 15 male-female pairs of
plants for C. alternans and C. ernesti-augustr, and 12 pairs for C.
pinnatifrons in March, 2001. We used a pair-wise sampling protocol
to control for spatial heterogeneity. Pairs of plants were chosen to
match plant height, as much as possible. Indeed, the initial height
was statistically indistinguishable between members of pairs
(paired #tests: C. alternans, t14=1.07; P=0.30; C. pinnatifrons,
1 =1.15; P=0.27; C. emesti-augusti, t,,=1.08; P=0.30). In
addition, the distance between plants of each pair was short, less
than 3 m, which reduced possible heterogeneity in soil, light,
humidity and local herbivore abundance. These plants were used
to measure growth in terms of height increment and leaf
production. An additional set of 15 male-female pairs of plants
for C. alternans, 15 pairs for and C. emesti-augusti, and 14 pairs for C.
pinnatifrons was established in June, 2003, using the same protocol
as in the first group of plants, to measure relative growth rate in
terms of estimated above-ground biomass production. Again, the
initial height was statistically indistinguishable between the pairs of
this second group (paired #tests: C. alternans, t,4=0.13; P=0.89; C.
pinnatifions, t;3=—1.85; P=0.09; C. emesti-augusti, t;4=0.087;
P=0.44).

For each plant we measured initial height, basal diameter,
number of leaves and, for the plants selected in June, 2005, length
of rachis of each one of the leaves. Initial height was measured as
the distance between the basal diameter (Figure 1C) and the point
of departure of the newest leaf from the apical meristem
(Figure 1A). Initial basal diameter was measured with a digital
caliper to the nearest 0.01 mm. Leaf production rate was
measured as the number of new leaves produced, as a function
of the initial number of leaves. To monitor growth and calculate
growth metrics (see below), the initial leaves and the points of
initial measurement of basal diameter were marked with
permanent, water proof ink.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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i

Figure 1. Schematic representation of Chamaedorea alternans.
Distance between points A and C represents total height. Distance
between A and B represents stem height. D indicates demarcated area
(encompassed by the four dots) to measure herbivory rate.
doi:10.1371/journal.pone.0009824.g001

Growth metrics

We used several metrics to describe growth of male and female
plants.

Total height increment (THI) was calculated from 2001 to
2002, using the increment in stem height (see Figure 1A-C), as
THI = (In Hgpo — In Hypyi)/t, where H = height and t = time
in years [39].

Leaf production rate (LPR) was calculated both from 2001 to
2002 and again from 2005 to 2007 as: LPR = newly produced
leaves/(initial number of leaves/t), where t = time in years.

Relative growth rate (RGR) was assessed as the change in
aboveground biomass (stems and leaves) from the initial time (2005)
to the final time (2007). We first measured stem length from the
basal diameter (Figure 1A) to the distal point of the most recently
produced metamer (Figure 1B); therefore, this variable considers the
addition of new metamers and the elongation of internodes. RGR
was calculated using non-destructive estimates of plant biomass
through allometric equations (see below) as RGR = (In Wy, — In
Winigal)/t, where W = biomass in dry weight and t =
time in years [39]. Since this metric does not take into account
leaves that fall during the interval, we estimated leaf mass based on
all the produced leaves from each plant during the two years of
study.

Net biomass production (BP) in both stem and leaves was
calculated from 2005 to 2007 as: BP = above-ground biomass
produced/(initial above-ground biomass/t) where t = time in
years. Plant biomass was calculated by allometry, calculating
regression equations for stems and leaves (in dry weight). Given
that the development of these equations required destructive
harvesting we deemed necessary to use plants independent from
our matched pairs to avoid damage in these plants used for long-
term monitoring. We developed regression equations by harvest-
ing plants of different sizes, of all three species, located outside the
reserve, and measuring lengths and diameters of stems, and
lengths of rachis of leaves of plants of different sizes (see [40]). We
dried these materials at 60°C in an oven for at least 96 h (until
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constant weight) and measured dry weight of these structures.
Data were fitted to regression equations (linear for stem, and
quadratic for leaves), using JMP, vers. 6.0. Best fitting was assessed
using the highest coefficient of determination (R?). The resulting
equations, which were used to estimate biomass (weight in g) from
standing measurements of height (cm), diameter (mm), and rachis
length of leaf (cm) are shown in Table 1 (only the best fitting
equations are shown).

Defense

In the three study species, we used two independent variables to
estimate defense, leaf toughness [24] and secondary metabolites. In
particular, for the latter, we quantified total phenolic compounds
concentration, as it is known that these defensive compounds are
present in the study species [32] and because theory predicts that the
study species, being shade tolerant, slow growth species, are likely to
use Carbon-based defenses of high molecular weight [41,42]. To
measure toughness we randomly selected two leaflets from leaf # 2
on the phyllotaxis in each plant of the 15 selected (male-female)
pairs in 2001. We took three measures for each leaflet in different
points (basal, middle and apical) using a 500 g leaf penetrometer
(Chatillon, Gauge-R CATL 516-500).

To measure total phenolics concentration, we collected leaves
from a selected group of 17-22 plants (different from the pairs used
for growth, to prevent alterations of the growth of such paired
plants) of each sex, of each species. Two randomly selected leaflets
were collected from leaves in positions #2 and #3 in the plant’s
phyllotaxis. This material was kept in liquid nitrogen and
transported to the laboratory, where a fraction (1 g) was macerated
with 50 ml of liquid nitrogen in a mortar. The extraction of the
phenolic compounds was made in 80% aqueous methanol for 24 h,
and the Price and Butler method, modified by Graham, was used to
assess total phenolics [43]. The Prussian blue reaction was measured
at 720 nm in a spectrophotometer (Genesis 20), and was compared
to a standard curve obtained from tannic acid.

Herbivory

An initial estimation of herbivory was obtained by calculating
standing levels of damage in the 15 pairs of plants of each species
selected in 2001. To this effect, for each plant we collected four
randomly sclected leaflets from the 3™ leaf in the plant’s
phyllotaxis. The leaflets were pressed and dried. Digital images
were taken and analyzed using the software WinDias ver. 2.0
(Delta-T" Devices) to calculate percentage leaf area damaged.
WinDias software measures the actual (remaining) leaf area (ALA),
and estimates the potential leaf area (PLA) (undamaged) by
drawing out the contours and filling in the spaces of damaged
areas. When damage was very extensive we estimated PLA by
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matching the remaining area with a comparable intact leaflet of
the same species. Leaf herbivory (H), defined as the percentage of
leaf area damaged, was calculated as: H = (PLA-ALA/PLA)*100.
The H average of all leaves sampled from each plant was used to
estimate herbivory per plant.

In addition, we complemented such standing measures of
damage by measuring the rates of herbivory, using the damage
accumulated in 286 days (September 30, 2001-July 13, 2002) on
plants from the 15 pairs. Four intact leaflets from a leaf at position
#2 in the phyllotaxis were randomly selected. A section of the
leaflet was marked out by four indelible-ink points painted on the
underside of the leaflet, to demarcate a rectangle of 3x18 cm in C.
alternans, 2.6 x9 cm in C. pinnatifrons, and a square 10x10 cm in C.
ernesti-augusti. Onto this demarcated area, we placed a transparent
grid (2 mm squares) to count the number of intact squares and
squares with herbivory and the ratio of squares with damage:total
squares was used to measure leaf damage. After 286 days we
measured the percentage of leaf area damaged and calculated the
rates of herbivory (HR) as:

HR = (% damaged area g, - % damaged area ji;a1)/t, where
t= time in days.

Statistical analysis

Intersexual differences in resource allocation to reproduction
were compared with a Mann-Whitney U test for independent
samples (Statistica, 1984-2000 by StatSoft, Inc.), and the possible
variation in allocation of biomass to reproduction (percentage of
total biomass of inflorescences or infrutescences) as a function of
plant height (see [10]) was examined by linear regression (JMP
vers. 6.0) in C. pinnatifions. Growth variables were analyzed using
nested multivariate analyses of variance (MANOVA), one for each
of the two periods and their corresponding variables, as indicated
above. MANOVAs were followed by nested ANOVAs. The
ANOVA model included the effect of sex and species, and plant
pair nested within species as a random-effect, as well as the sex x
species interaction. This was applicable to all variables except total
phenolic concentration (given that these were plants independent
to the 15 pairs). In those cases in which the interaction term was
significant, indicating that intersexual differences varied across
species, we perfomed a post-hoc analysis, using the test slices
comparison (JMP vers. 6.0), which analyzes each of the levels of
the interaction. Given that the studentized residuals of all
variables, except leaf production, were not normally distributed
(after testing with a Shapiro-Wilks test (JMP vers. 6), we performed
a Box Cox transformation (JMP vers. 6), which yielded normalized
data. In addition to nested ANOVAs, differences among species in
herbivory rates were analyzed with a Tuckey test.

Table 1. Regression models used for estimates of above-ground biomass.

Species bo by

C. alternans Leaf —11.158 0.252
Stem 5792 0.037

C. pinnatifrons Leaf —2.693 0.115
Stem —0.508 0.038

C. ernesti-augusti Leaf 2.483 0.164
Stem —1.530 0.041

b X2 df F I's
0.0006 (X -91.164)?) 1, 30 546.5%%* 0.94
1,70 2077.9%%* 0.96
0.0019%(X -40.161)?) 1,42 140.6%** 0.87
1,53 3104.5%%* 0.98
0.0018 (X -29.882)%) 1,39 184.18%** 0.96
1,47 14472.8%* 0.95

doi:10.1371/journal.pone.0009824.t001

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Models for biomass prediction are of the form Y = b,X? + b,X + by in leaves and Y = b;X + by in stems. Y is the dependent variable (dry weight in g), X is the
independent variable (leaves: rachis length [cm], stem: height [cm] x diameter [mm]), by, by and b, are constants in the equation. *** P<<0.0001
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Figure 2. Biomass allocation to reproductive and vegetative
structures in male (M) and female (F) plants of the three
studied species. Data for C. alternans and C. ernesti-augusti were
obtained from Oyama and Dirzo (1988), and Bullock (1984), respectively.
Error bars denote standard error.
doi:10.1371/journal.pone.0009824.9002

Results

Resource allocation to reproduction

Resource allocation to reproduction in C. pinnatifions was 3.04
times higher in female plants, compared to male plants (Figure 2).
This difference  was highly significant  (Up g502),6,6 = 0.00,
P=0.0039). This result is consistent with what is known for the
other two species of study (Figure 2): in C. alternans resource
allocation to reproduction in female plants was 2.55 higher than in
male plants [10], and 2.75 for C. ernesti-augusti [9]. Biomass
allocation to reproductive structures (i.e., the percentage of total
biomass) did not change with plant height (both male and female
plants: F 10=0.2550, P=0.6257).

Growth metrics

The MANOVA for the growth variables measured in both
periods  (2001-2002, 2005-2007) was highly significant
(Figg,76 = 2.38, P<<0.0001 and Fy35,114 = 2.5, P<<0.0001, respective-
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ly). Male and female plants differed in growth in both years of the
study (F5 35 =12.45, P<0.0001 and F3 35 =2.9, P=0.047, respec-
tively). The species of palms also differed in growth in the two
periods (Fy 76=13.77, P<0.0001 and Fgs76=23.04, P<0.0001,
respectively), and the patterns between the sexes were consistent in
all species (interaction sex X species term in the period 2001-2002
[F476=1.37, P=0.252], and in the period 2005-2007
[F6,76 = 1.96, P=10.08]).

The subsequent ANOVAS on total height increment (THI) and
leaf production rate (LPR) (2001-2002, 2005-2007) showed that
males grew faster than females (Table 2, Figure 3A, B). In C.
alternans, growth expressed in terms of THI was higher in male
plants compared to female plants (Figure 3A), with a two-fold
difference in stem elongation (14.47%+2.37 cm/yr vs.
6.95+2.09 cm/yr, respectively). A similar response was found in
C. pinnatifions, with a 31% higher increment in male than in female
plants (7.61=1.96 cm/yr vs. 5.2%1.02 cm/yr) and C. ernesti-
augusti, with a 46% difference in male vs. female plants (8.69£0.75
cm/yr vs. 4.64%20.68 cm/yr, respectively).

In the case of LPR in 2001-2002, male plants produced
significantly more leaves than female plants (Table 2, Figure 3B).
In C. alternans LPR was 1.36-times higher in male than female
plants (2.83%0.17 leaves/leaf/yr vs. 2.08+0.17 leaves/leaf/yr,
respectively). Chamaedorea pinnatifrons had a slightly higher incre-
ment in male than in female plants (2.4%+0.2 leaves/leaf/yr vs.
2.2%0.22 leaves/leaf/yr, respectively) and male plants of C. ernesti-
augusti produced 1.48-times more leaves than female plants
(3.25£0.16 leaves/leaf/yr vs. 2.19%0.2 leaves/leat/yr, respective-
ly). Given that in 20052007 we measured leaf production in order
to estimate biomass production, we were able to calculate, again,
LPR and check for consistency of results with the data from the
first period. Again, the intersexual differences were consistent
across species, with male plants significantly producing more
leaves than female plants (Table 2). In the period 2005 to 2007
LPR in C. alternans was 1.25-times higher in male than in female
plants (2.99%+0.18 leaves/leat/yr vs. 2.37£0.17 leaves/leaf/yr,
respectively); in C. pinnatifrons it was 1.21-times higher in male than
in female plants (2.86+0.12 leaves/leaf/yr vs. 2.2+0.1 leaves/
leaf/yr, respectively) and C. emesti-augusti exhibited 1.21-times
more LPR in male than female plants (2.58*0.17 leaves/leaf/yr
vs. 2.13%0.17 leaves/leaf/yr, respectively).

A comparison of RGR in the period 2005-2007 did not detect
differences across species and plant sex (Table 2). However, net
biomass production (BP) at the end of the period showed
intersexual differences depending on the species. Male plants of
C. emesti-augusti produced 30% more net biomass than female

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Nested ANOVAs to assess the effects of species, sex and their interaction, on four growth variables measured in two
periods.

2001-2002 2005-2007

THI LPR RGR BP LPR
Source of variation F F df F F F df
Species 3.08* 17.89%** 2 2.16 17.96*** 10.30%** 2
Sex 20.30%** 5.26* 1 2.15 5.75* 4.23* 1
Pair[Species] 0.73 0.47 39 0.76 0.83 0.54 41
Species x Sex 2.19 0.71 2 0.10 4.26* 1.65 2
Total height increment (THI) and leaf production rate (LPR) for 2001-2002; relative growth rate (RGR), net biomass production (BP) and LPR for 2005-2007. *P<<0.05,
**¥ p<0.0001.
doi:10.1371/journal.pone.0009824.t002
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Figure 3. Comparison between male (M) and female (F) plants
of four growth variables of the three studied species. A) total
height increment, B) leaf production rate, C) above-ground biomass
production. Error bars denote standard error.
doi:10.1371/journal.pone.0009824.g003

plants (£ 4;=6.18, P=0.017) and in C. pinnatifrons male plants
produced 19% more biomass (£} 4, =6.85, P=0.012), while no
significant differences were detected in the case of C. alternans

(Fy.41=0.99, P=0.325) (Table 2, Figure 3C).

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Defense

ANOVA detected differences between species in both leaf
toughness and total phenolics (Table 3). Toughness values were
higher in female plants than in male plants in all three species (a
4% difference in C. alternans, 9% in C. ernesti-augusti, and 16% in C.
pinnatifrons) (Table 3, Figure 4A). Similarly, total phenolics
concentration was consistently higher in female than in male
plants, with contrasts that ranged from 18% (C. alternans), to 14.5%
(C. pinnatifrons), to 7.6% (C. emesti-augusti) (Figure 4B).

Herbivory

Intersexual variation in natural herbivory was also highly
significant (Table 3, Figure 5) and consistent across the three
species. In all three species standing damage in male plants was 2—
4.7 higher in male than female plants (Figure 5A). Rates of
herbivory showed the same pattern, with differences that were
1.98, 3.85, and 7.50 times higher in male than in female plants of
C. altemans, C. pinnatifrons and  C. emesti-augusti, respectively
(Figure 5B). In addition to the intersexual variation, overall
standing damage showed a gradient across species in the direction
C. alternans > C.pinnatifrons > C. emesti-augustt (Q = 2.44, alpha =
0.05) (Figure 5A). Herbivory rates showed the same gradient
(Q=2.43, alpha = 0.05) (Figure 5B).

Discussion

The results of this study show an asymmetric allocation of
biomass to reproduction between female and male plants, where
the biomass allocated in female plants was higher than in male
plants. Correlated with this, the growth observed in stem, number
of leaves and biomass production was greater in male than female
plants of all three species. In addition, female plants were
significantly better defended (leaf toughness and phenolic
compounds) than male plants, and herbivore damage was greater
in male than in female plants. These results support the predictions
of the consequences of intersexual differences in resource
allocation on reproduction, growth and defense, and its repercus-
sions on herbivory in dioecious plant species. To our knowledge,
this 1s the first study that integrates the relevant elements for the
Resource Allocation Principle (differential resource allocation to
reproduction, growth and defense) and its consequences for
herbivory, in a single system, in this case a group of long-lived,
tropical sympatric species of the same genus. In addition, it is
worth noting that out of 54 studies available in the literature [19],
only a minor fraction (3) analyzed species from tropical forests, and
only one was done involving palms. This is critical, as it is known
that the proportion of dioecious species at the global scale is
particularly high in the tropics [44] and that palms are a crucial
structural component of tropical forests [34].

Our study is largely based on a design of replicated pairs of
neighboring male and female plants followed in multi-year
observations. This is relevant in that such design minimizes the
effect of uncontrolled variables for the comparisons between male
and female plants. Indeed, it is possible that one of the reasons that
may be responsible for the inconsistency of intersexual patterns
reported in the literature [19] may be the lack of control in
microhabitat differences among plants. Although most of the plant
variables in this study were based on our matched-pair design,
some variables had to be measured from independent plants, as
this required destructive sampling (biomass allocation to repro-
duction, allometric relationships and estimation of phenolic
compounds). We posit that this might not be a significant
limitation, as those plants in which destructive sampling was
necessary were located in the same general area and belong to the
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estimates of herbivory.
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Table 3. Nested ANOVAs to assess the effects of species, sex and their interaction, on two defensive characteristics and two

Defensive

characteristics Herbivory

Leaf toughness Total phenolics Standing damage Herbivory rate
Source of variation F df F df F df F df
Species 42.83*** 2 52.47%** 2 45.47%** 2 72.84%** 2
Sex 6.51* 1 12.64*** 1 24.78*** 1 63.80%** 1
Pair[Species] 0.79 39 0.58 37 1.24 39
Species x Sex 0.65 2 0.91 2 1.22 2 2.0948 2

"P<0.05, **P<0.001, *** P<0.0001.
doi:10.1371/journal.pone.0009824.t003
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Figure 4. Comparison between male (M) and female (F) plants
in two defensive characteristics of the three studied species. A)
leaf toughness, B) total phenolic concentration. Error bars denote
standard error.

doi:10.1371/journal.pone.0009824.9g004
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same populations of the matched pairs. This however is a possible
caveat that needs to be taken into account in the following
discussion of our results.

Intersexual differences in resource allocation to

reproduction

The difference in biomass proportions allocated to reproduction
between sexual morphs of our study plants (~3-times greater in
female plants) falls within the range found for other dioecious
species: 1.7 in Corema conradii [15], 2.5 in Salix sachalinenesis [45], 3.3
in Xanthoxylum americanum [46] and 4.4 in FEurya japonica [8].
Consistent with this, intersexual contrasts in nutrient content have
also been documented [14]. In Salix glauca the concentration of P
and N in seeds is 2.5 and 1.9 times higher than that of pollen [16].
Fruit formation in Corema conradit demands 1.6 times more Mg and
2.1 times more Ca than male flowers production [15]. In contrast,
a few studies have failed to detect differences in reproductive effort
in terms of biomass [47] or number of flowers [48]. In fact,
surprisingly, Cornelissen & Stiling’s [19] meta-analysis failed to
detect an overall intersexual difference in terms of reproductive
biomass. Such inconsistency of results might be explained by the
timing and type of reproductive structure that is analyzed. In some
studies, for example, allocation to reproduction has been
considered in terms of flowers. Although reproductive allocation
in terms of biomass and nutrients during the flowering stage may
be greater for male plants [11,13,14], female plants undergo a
greater reproductive effort when the entire reproductive process is
considered, including the flowering, fruiting and seed dispersal
periods [8] and so male-female comparisons of allocation to
reproduction need to take all these stages into consideration.
Other reasons why differences in reproductive allocation are
smaller than expected, or even absent, may be “the currency”
used to estimate allocation (carbon or nutrients) and methods of
estimation of reproductive allocation (biomass, respiration or
photosynthesis). Environmental heterogeneity may also lead to
seemingly inconsistent results. For example, Reekie and Bazzaz
[49], found that variation in reproductive effort (proportion of
resources diverted to reproductive organs) depends of availability
of light and/or nutrients, thus emphasizing the need for
controlling environmental variation to compare intersexual
allocation to reproduction.

Intersexual differences in growth

Most of the expectations regarding a resource allocation
tradeoff between reproduction and growth were met by the three
sympatric plants of this study. Female plants of the three species of
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Figure 5. Comparison of two measures of herbivory between
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Chamaedorea exhibited a poorer performance in essentially all
growth variables we measured. In general, out of twelve possible
intersexual comparisons (THI, LPR, RGR and BP in all three
species), eight showed significantly higher values in male than in
female plants, and four were statistically non-significant. Further-
more, the intersexual differences in leaf production rates are
consistent with those found in a previous study with C. alternans in
the same study site although, surprisingly, that study did not detect
significant contrasts in height increment [31].

Intersexual differences and plant-herbivore interactions
The amount of resources that a plant allocates to reproduction
has been found to have significant consequences for growth and
this in turn affects a host of additional variables relevant for plant
performance in the field, including their interactions with
herbivores. Associated to differences in growth, female plants are
expected to increase the allocation to defenses for the protection of
vegetative tissue (e.g., leaves), because slower growth rates make it
more difficult for a plant to replace damaged tissue [50]. Male
plants, in contrast, could deploy greater growth and faster leaf
turnover rates, sould have greater capacity to compensate for
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tissue loss to herbivory, and would be under lesser selection for
allocation to defenses. Accordingly, we found evidence that
resource allocation to defense is greater, and growth is lower in
female than in male plants. This is compatible with an argument of
a growth-defense tradeoff [17]. Particularly, female plants in
understory tropical forests can produce defensive compounds
based on Carbon, a resource that is not so limited, in comparison
to other scarcer nutrients (e.g. nitrogen) [17]. In accordance with
this, we found that female plants had higher concentrations of total
phenolic compounds. Likewise, leaf toughness, a physical trait
known to be correlated with tannin concentration [51], and known
to reduce herbivory [26,27], was also significantly higher in the
foliage of female plants of all three study species. Several studies
support the expectation of greater allocation to Carbon-based
defenses in the leaves of female plants, as compared to male plants
of dioecious species, including the trees Acer negundo [22], and Salix
rigida [21].

As a result of intersexual differences in defense, herbivory levels
are expected to be higher in male than female plants and, indeed,
differences in herbivory have been associated to contrasts in leaf
palatability as determined by the plant’s secondary chemistry (see
[18,22,26,52,53]). Leaves with low concentration of secondary
metabolites and less toughness could explain that male plants had
higher herbivory than female plants in our three study species. In
their meta-analysis, Cornelissen and Stiling [19] found that the
available literature supports such a trend for male-biased
herbivory in dioecious plants in general.

The differences in growth rates and both physical (toughness)
and chemical (phenolic compound) defenses between sexes suggest
alternative anti-herbivory mechanisms (for male and female plants)
to deal with herbivory: greater investment in defenses, or
resistance (female plants); and compensatory growth, or tolerance
(male plants). Resistance is any plant trait that reduces the
preference or performance of herbivores (e.g. thorns, hairs,
unpalatable secondary chemicals) [54]. Tolerance is the ability
of plants to regrow and/or reproduce after herbivory. Some of the
mechanisms involved in increased tolerance are high relative
growth rates, increased branching or tillering, increased leaf
photosynthetic rate and increased percentage of fruit set [50,54].
This alternative defense argument is compatible with our findings:
male plants seem to deploy tolerance (or at least a lower degree of
resistance) while female plants deploy resistance (or a lower degree
of tolerance) to deal with herbivores in their natural environment.

Perspectives

In this paper we analyzed both the reproduction-growth and
growth-defense tradeoffs. However, other tradeoffs are possible,
for instance: current reproduction-survival, current reproduction-
future reproduction, and reproduction-defense [3,55]. It is
foreseeable that these additional tradeoffs may influence the
tradeoffs we studied. Further work is warranted in which the
reproduction-growth and growth-defense tradeofls are analyzed in
the context of other relevant tradeoffs depending on the species of
study.

Although our results are based on a study of three sympatric
and congeneric species, the consistency of results is striking, given
that the species exhibit differences in microhabitat distribution and
in the natural levels of herbivory (cf. Study species and Results
sections). Iurthermore, a recent phylogenetic analysis of Chamae-
dorea [33], shows that the three studied species are located in
different clades, suggesting that similarities in growth, herbivory
and defense among species could be the result of convergent
evolution in response to similar selection pressures (i.e., herbivory)
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driven by asymmetrical allocation to reproduction. This is an
aspect that warrants further research.
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Capitulo 2

Estimacion del esfuerzo reproductivo
mediante asimilacidén de carbono en

Chamaedorea alternans



Estimacion del esfuerzo reproductivo mediante asimilacién de carbono en Chamaedorea

alternans

RESUMEN
El esfuerzo reproductivo o la proporcion de biomasa que una planta asigna a las flores,
semillas y otras estructuras reproductivas, tiene consecuencias en la reproduccion futura, la
supervivencia y el crecimiento. El esfuerzo reproductivo puede ser estimado mediante
diversas variables de asignacion. La proporcion de biomasa, de carbono o nutrientes que se
destinan durante todo el evento reproductivo son algunas de las divisas de asignaciéon. La
biomasa es con frecuencia la variable més estudiada. En cambio, la asignacién de carbono y
nutrientes ha sido poco explorada. Particularmente en plantas dioicas, varios estudios
evidencian una mayor asignacion de recursos a la reproduccion en las plantas femeninas con
relacion a las plantas masculinas. Este estudio explora el esfuerzo reproductivo estimado a
través de dos variables de asignacién, la biomasa y la asimilacion de carbono.

Las estimaciones basadas en carbono fueron hechas a partir de la inversion de carbono
durante la respiracién y la asimilacion de carbono durante la fotosintesis. Empleamos un
analizador de gases por rayos infrarrojos para determinar el intercambio de bidxido de
carbono en las hojas y estructuras reproductivas de diez plantas masculinas y diez plantas
femeninas de C. alternans durante la fase de floracion, frutos inmaduros y frutos maduros.

La estimacion del esfuerzo reproductivo basada en biomasa (ERB) mostré que las
plantas masculinas asignan 3.3 veces mas biomasa a la produccion de flores. Al final de la
estacion reproductiva, las plantas femeninas destinan hasta 3.36 veces méas biomasa para la
maduracion de los frutos. Estos resultados coinciden con lo que se ha reportado en la

literatura. En contraste, la estimacion del esfuerzo reproductivo basado en las pérdidas
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estructurales de los érganos reproductivos debido a la respiracién (ERR) no mostrd
diferencias entre plantas masculinas y femeninas. Asimismo, la estimacion que considera las
pérdidas debido a la respiracion reproductiva menos el aporte de recursos debido a la
reproduccion (fotosintesis reproductiva) (ERF) también fue estadisticamente semejante entre
plantas masculinas y femeninas.

Estos resultados sugieren que la variable de asignacion es un elemento importante en
las estimaciones del esfuerzo reproductivo. Los resultados obtenidos a través de la biomasa y
la asimilacion de carbono fueron distintos. EI ERB de las plantas femeninas fue superior, esto
podria sugerir que la biomasa es una variable que integra varios procesos fisioldgicos. Es
recomendable analizar diferentes variables de asignacion a la reproduccion para tener un

conocimiento mas completo de los procesos relacionados.

INTRODUCCION
La asignacion de recursos ha sido ampliamente estudiada en diferentes especies de plantas
(Elmgqvist et al., 1991; Turcotte y Houle, 2001; Obeso y Retuerto, 2002). De acuerdo con la
teoria de asignacion de recursos las plantas asignan recursos a tres funciones principales:
reproduccion, crecimiento y mantenimiento (por ejemplo: metabolismo o defensa) (Stearns,
1992). El aporte de algun recurso podria estar limitado y la asignacion de este recurso
limitante a una estructura o actividad puede resultar en una disminucion de recursos hacia otra
estructura o actividad (Levins, 1968). Por esta razon, es importante conocer la proporcion de
recursos que los organismos destinan a cada funcion.

Particularmente, la reproduccion es un aspecto crucial en la historia de vida de un

organismo e involucra una gran inversién de recursos como carbono, azucares, agua,
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nutrientes, entre otros. La inversion de recursos a la reproduccion y la defensa tiene costos
demograficos que se evidencian por la disminucidn en la reproduccion futura (Jonsson, 2000)
y la supervivencia (Obeso, 2002); y costos fisioldgicos que se manifiestan en la reduccion del
crecimiento (Karlsson y Méndez, 2005).

Los costos de la reproduccién han sido probados en algunos sistemas dioicos. Por
ejemplo, la produccién de botones reproductivos y brotes vegetativos se reduce en las plantas
femeninas de Salix rigida que fructifican con relacion a las que no se reproducen (EImqvist et
al., 1991). El crecimiento se reduce en las ramas de plantas femeninas que producen flores
(Peumus boldus) (Hoffman y Alliende, 1984) o que producen frutos (llex aquifolium) (Obeso
y Retuerto, 2002).

No obstante, los costos reproductivos no necesariamente se observan, ya que los
organismos reproductivos pueden desarrollar algunos mecanismos compensatorios al
incrementar su ingreso de recursos (Tuomi et al., 1983; Obeso, 2002).

Los costos de la reproduccion podrian disminuir por alguna de las siguientes razones:
1) la asignacién a la reproduccion es baja (Delph et al., 1993; Hemborg y Karlsson, 1998)

2) la planta tiene una gran cantidad de recursos almacenados

3) hay formacion de estructuras modulares integradas fisiologicamente

4) hay una compensacion porque la fotosintesis se acelera durante la reproduccion

5) hay una funcion fotosintética de los 6rganos reproductivos (Bazzaz, 1997; Horibata et al.,
2007)

El esfuerzo reproductivo se define frecuentemente como la proporcion de biomasa que
un organismo asigna a las semillas y otras estructuras reproductivas, incluyendo a las
estructuras reproductivas de soporte (Reekie y Bazzaz, 1987a). Usualmente, durante la época

de floracién, las plantas masculinas invierten un mayor porcentaje de su biomasa total (Oyama
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y Dirzo, 1988; Delph et al., 1993; Obeso, 1997) y nutrientes (Rocheleau y Houle, 2001) en
comparacion con las plantas femeninas. Sin embargo, al término de la estacion reproductiva
este patron se invierte y las plantas femeninas destinan un mayor porcentaje de su biomasa
total a la maduracién de los frutos de lo que las plantas masculinas destinan para la
produccion de flores (Oyama y Dirzo, 1988; Rocheleau y Houle, 2001; Turcotte y Houle,
2001; Ueno et al., 2006). La inversion de recursos en términos de biomasa cuando finaliza la
fase reproductiva es significativamente superior en las plantas femeninas.

La divisa 0 “moneda” de asignacion es un elemento importante en las estimaciones del
esfuerzo reproductivo. La biomasa ha sido con frecuencia la divisa de asignacion méas
utilizada (Putwain y Harper, 1972; Gross y Soule, 1981; Bullock, 1984; Oyama y Dirzo, 1988;
Obeso, 1997; Rocheleau y Houle, 2001). Sin embargo, el carbono y algunos nutrientes
(fésforo y nitrégeno) también se han propuesto como divisas de asignacion (Reekie y Bazzaz,
198743, b).

Al carbono se le considera como una divisa apropiada de asignacion (Reekie y Bazzaz,
19874, b, ¢), debido a que cuando se adquiere mediante la fotosintesis se utiliza para elaborar
todos los compuestos que la planta requiere para sobrevivir. Los organismos autétrofos tienen
la habilidad de utilizar la energia luminosa para transformar el biéxido de carbono (CO,) y el
agua en glucosa, molécula precursora de una gran cantidad de compuestos. La mayor parte de
estos fotosintatos se destinan al mantenimiento del metabolismo y una parte menor a la
formacion de biomasa (Taiz y Zeiger, 2002).

Asimismo, el carbono ademas de ser un componente energético y estructural
importante, refleja la asignacion de otros recursos como el fosforo y el nitrogeno, debido a que
durante la reproduccion hay una gran re-asignacion de N, P y K (Brenner y Bazzaz, 1985), la

re-asignacion de estos nutrientes permite maximizar la ganancia neta de carbono (Reekie y
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Bazzaz, 1987b; Bazzaz, 1997). Por esta razdn, el esfuerzo reproductivo que involucra a la
respiracion reproductiva (RR: respiracion debida a las estructuras reproductivas) (Reekie y
Bazzaz, 1987a), provee la mejor medida del carbono que se asigna a la reproduccion (Reekie
y Bazzaz, 1987a), pues este indice representa las pérdidas estructurales y atmosféricas por la
produccion de los drganos reproductivos.

La fotosintesis que ocurre durante la reproduccion reduce los costos de la formacion y
maduracion de las estructuras reproductivas, como se comprob6 en Agropyron repens (Reekie
y Bazzaz, 198743, c). La fotosintesis se lleva a cabo en los tejidos verdes o con clorofila. Las
hojas realizan la mayor parte de la fotosintesis, y en menor proporcion las estructuras
reproductivas de color verde. Durante los estadios tempranos del desarrollo, los frutos son
generalmente verdes y fotosintéticos (Blanke y Lenz, 1989; Lambers et al., 1998), aportando
parte del carbono que necesitan para la reproduccién (Bazzaz, 1997). En Adonis ramosa
(Ranunculaceae), la fotosintesis de los frutos aporta cerca de un tercio de los recursos que
estos requieren para su maduracion (Horibata et al., 2007). El esfuerzo reproductivo que
incorpora a la fotosintesis reproductiva (ERR) (Reekie y Bazzaz, 19873, ¢) provee una medida
del efecto de la reproduccién sobre el crecimiento vegetativo cuando una insuficiencia de
carbono limita el crecimiento (Reekie y Bazzaz, 1987a).

El esfuerzo reproductivo ha sido estimado mayoritariamente en términos de biomasa;
sin embargo, la utilizacion de otras divisas de asignacion tales como la asimilacion de carbono
(respiracion y fotosintesis) nos aportan un conocimiento integral de los patrones de asignacién
de recursos a la reproduccion. La estimacion del esfuerzo reproductivo tomando como divisa
de asignacidn al carbono se evalu6 en Agropyron repens, una planta hermafrodita herbacea

(Reekie y Bazzaz, 19874, b), y no se ha realizado en una especie dioica.
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El objetivo de esta investigacion fué contrastar la asignacion de recursos a la
reproduccion entre plantas masculinas y femeninas en términos del esfuerzo reproductivo
considerando las pérdidas estructurales (formacion de flores, frutos y estructuras reproductivas
de soporte) y atmosféricas debido a la formacion de las estructuras reproductivas
(respiracion), asi como el aumento en el aporte de recursos debido a la reproduccién
(fotosintesis) de la especie dioica Chamaedorea alternans en la selva alta perennifolia de Los

Tuxtlas, Veracruz.

METODOS
Sitio de estudio
El estudio se realizé en la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas del Instituto de Biologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (18° 34'-18° 36' N, 95° 04'-95 °09'
W, 150 m.s.n.m.). La estacién comprende una superficie total de 640 ha y esta ubicada en la
Sierra de Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz, México. La Sierra de Los Tuxtlas se compone
de una serie de montafias de origen volcanico. La vegetacion esta clasificada como selva alta
perennifolia (SAP) de acuerdo con el sistema de Miranda y Hernandez-X (1963) y los arboles
alcanzan hasta 35 m de altura. La vegetacion dominante del sotobosque son las palmas
(Oyama et al., 1992), principalmente Astrocaryum mexicanum, y Chamaedorea spp. La
precipitacion y temperatura promedio anual son 4700 mm y 23.4°C, respectivamente (Soto y
Gama, 1997). Detalles de la historia natural y ecologia de la region de Los Tuxtlas se pueden
consultar en Gonzélez-Soriano y colaboradores (1997).
Especie de estudio

Chamaedorea alternans es una especie de palma abundante en el sotobosque, que

puede alcanzar hasta 5 m de altura (Oyama et al., 1992) y vive en promedio hasta 50 afios. El

29



follaje de C. alternans es consumido principalmente por Calyptocephala marginipennis, un
crisomélido de aproximadamente 6 mm de largo (Oyama, 1984). El dafio que este crisomélido
produce es uno de los principales factores de defoliacion natural de esta especie (Oyamay
Dirzo, 1991).

Seleccidn de los organismos de estudio. Se seleccionaron 10 parejas de plantas
masculina-femenina de C. alternans en fase reproductiva al azar. Las parejas se eligieron con
una altura estadisticamente semejante (Wilcoxon: Ty = 15.0, P = 0.2026) en el mes de octubre
de 2005, durante la etapa de floracion.

Toma de datos. Las plantas se marcaron al inicio de la estacién reproductiva (octubre
de 2005), con pintura permanente: 1) la region mas basal del tallo, 2) la Ultima cicatriz del
tallo o metdmero de mas reciente formacion (que se encuentra en la regién apical del tallo de
la palma) y 3) cada una de las hojas en pie. En cada planta se registro la altura inicial del tallo,
el diametro a la altura de la base (mm), el nimero de hojas iniciales y la longitud de cada hoja.
Asimismo se registrd el nimero de estructuras reproductivas. En el caso de inflorescencias, se
midio su longitud y su didmetro. Para las infrutescencias, se midi6 la longitud y didmetro del
pedicelo y las raquilas, asi como el nimero, longitud y diametro de los frutos, con el propésito
de estimar su biomasa mediante ecuaciones de regresion.

El tamafio (longitud y didmetro) de todas las estructuras vegetativas y reproductivas se
registraron en cada uno de los censos de las plantas en las que se midio la asimilacion de
carbono, a fin de estimar la biomasa total en pie y el area para cada planta, mediante
ecuaciones de regresion.

Ecuaciones de regresion. Las hojas y estructuras reproductivas en las que midié la
asimilacion de CO; no se recolectaron. El peso y el area de cada estructura se estimaron con

ecuaciones de regresion lineal y de segundo grado. Estas ecuaciones se construyeron a partir
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de estructuras vegetativas y reproductivas de distintos tamafios de plantas no experimentales y
recolectadas en el campo. Las estructuras se obtuvieron a partir de 8 plantas adultas en las que
se midieron las diferentes estructuras (Tabla 1). Los tallos fueron seccionados en fragmentos
de diversos tamafios. Para estimar la biomasa y generar las ecuaciones correspondientes, se
sec todo el material a 60°C en un horno durante al menos 96 horas (hasta obtener un peso
seco constante. Se ajustaron modelos de regresion lineal para los tallos y estructuras
reproductivas, y para las hojas se utilizé un ajuste cuadratico, (ver Cepeda-Cornejo y Dirzo,
2010), asi como ecuaciones de regresion lineal para estructuras reproductivas (Tabla 1).

Para estimar las ecuaciones de &rea foliar, se prensaron los materiales y utilizamos el
software WinDias (Ver. 2.0, Delta-T Devices) para medir area. EI mejor ajuste se determiné a
partir del coeficiente de determinacion (R?) y la significancia del analisis de varianza (F)
(Tabla 2). Los analisis estadisticos se realizaron con un programa computacional (JMP, SAS
2007, version 7.0, Institute Inc., Cary, North Caroline).

Censos. La asimilacion de CO; (A) (respiracion y fotosintesis) de cada planta se midio
con un analizador IRGA (CI-301 C0, Gas Analyzer, CID, Inc.) en tres censos: 1) los meses de
octubre-noviembre de 2005, que corresponden a la etapa de floracion de las plantas femeninas
y masculinas, 2) junio de 2006, que corresponde a la etapa de fructificacion. En esta etapa, los
frutos son aln verdes o inmaduros, menores a 1 cm de longitud, y 3) septiembre de 2006, que
corresponde a la etapa de maduracién de los frutos. En esta etapa los frutos son de color negro
y mayores a 1 cm de longitud. Las plantas masculinas y femeninas fueron medidas en el
primer censo y solo las plantas femeninas se midieron en los dos censos subsecuentes.

Categorias de las inflorescencias. Las inflorescencias masculinas y femeninas que
fueron medidas en octubre y noviembre de 2005 se agruparon en cuatro categorias de

maduracion. La categoria 1 (C1) comprende inflorescencias en las primeras etapas, las cuales
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tienen una forma casi aplanada y triangular, con una terminacion en punta. La categoria 2 (C2)
comprende la siguiente etapa de maduracion, corresponde a estructuras con la base del
pedicelo en forma cilindrica, ya no aplanadas, y hay un mayor alargamiento de la region
apical que corresponde a la zona de las raquilas de la inflorescencia. La categoria 3 (C3)
corresponde a estructuras mas alargadas y con mayor grado de desarrollo, previas a la antesis.
La vaina que recubre la inflorescencia se hace mas delgada toma un color verde mas intenso y
hay mayor engrosamiento de la region apical de la inflorescencia. La categoria 4 (C4)
comprende estructuras reproductivas en antesis. La asimilacion de CO; se midi6 en todas las

categorias de desarrollo disponibles en cada una de las plantas seleccionadas.

Respiracion

La respiracion se midié en hojas y estructuras reproductivas. Previamente a la medicion, la
hoja y las estructuras reproductivas se cubrieron con un forro oscuro para impedir el paso de
la luz por 30 minutos y evitar la actividad fotosintética de la hoja. Al término de este tiempo,
se midid el intercambio de CO, de las estructuras vegetativas (hojas) o reproductivas (flores o
frutos). Para la medicion en hojas, se selecciond la primera hoja en la posicion de la filotaxia
de la planta, que es la hoja mas joven y totalmente expandida. De esta hoja, se seleccion6 una
pinna de la parte cercana al apice de la hoja y se colocé dentro de la camara herméticamente
cerrada conectada al analizador de gases. Las estructuras reproductivas se introdujeron a la
camara de intercambio de gases, teniendo extremo cuidado de no romper las estructuras de
sostén (pedicelo). El intercambio de CO, se registr6 durante al menos 10 minutos a partir de

que las lecturas fueran estables.

Fotosintesis
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La fotosintesis fue medida en las hojas y estructuras reproductivas (inflorescencias e
infrutescencias) de las mismas plantas en las que se midi6 la respiracién. Una lampara de 50
watts con luz de halogeno se conectd a una fuente de corriente eléctrica para su
funcionamiento en el campo. La luz de la lampara se hizo incidir sobre la hoja o estructuras
reproductivas a una distancia de 30 cm de distancia durante al menos 10 minutos antes de
iniciar la medicion. Se seleccion6 y se midié una de las pinnas cercanas al apice de la hoja uno
en la posicidn de la filotaxia. Después de que la medicion se estableciera se realizé la toma de
datos durante al menos 10 minutos.

El &rea de las estructuras reproductivas en las que se midio la respiracion y la
fotosintesis, se determind mediante ecuaciones de regresion (Tabla 2). Para hojas, se recolect6
la pinna en la que se determing el intercambio de CO, y se midi6 su area foliar mediante el
software WinDias version 2.0 (Delta-T Devices).

La camara de intercambio gaseoso fue acondicionada al medidor de gases y disefiada
ex profeso por el centro de instrumentos de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Esta camara de intercambio gaseoso esta fabricada con acrilico de 5 mm de espesor. Tiene una
forma cilindrica, mide 28 cm de largo por 5 cm de didmetro. La cAmara esta dividida
longitudinalmente para introducir las estructuras que seran medidas. Ella est4 conectada por
dos mangueras al intercambiador de gases; una manguera lleva el aire del aparato hacia el
interior de la camara y la segunda conduce el aire del interior de la cAmara hacia el aparato. El
aire es tomado del ambiente por una tercera manguera gue se introduce al aparato. El
analizador registra la concentracion de CO; del aire que ingresa a la camara. A esta
concentracion se le conoce como Co (del inglés outlet). La concentracion de CO; del aire que
circula desde la cAmara hacia el analizador se denomina Ci (del inglés inlet). La estructura

vegetal que es introducida a la cAmara libera o absorbe CO, del aire y el diferencial en la
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concentracion Co - Ci es registrado por el analizador. El diferencial es negativo y hay
respiracion cuando la concentracion de CO, que sale del analizador hacia la camara de
intercambio es menor a la concentracion que regresa de la cdmara al analizador, debido a que
la estructura vegetal expide CO,. El diferencial es positivo y hay fotosintesis cuando la
concentracion de CO; que sale del analizador hacia la camara es mayor a la concentracion de
CO2 que regresa de la camara hacia el analizador, debido a que hay absorcion de CO, por la
estructura que esta dentro de la cdmara.

El intercambio gaseoso fue registrado en cada estructura (hojas y estructuras
reproductivas) durante al menos 10 minutos para respiracion o fotosintesis.

El flujo de aire en el analizador se calculd para cada una de las mediciones realizadas
mediante la formula:

W= (V/60) x (273.15/Ty) x (P /1.013) x (1/22.41) x 10000 / A), donde: W = Tasa
de flujo por area foliar (mol/m?%s), VV = Tasa de flujo en volumen (litros/minuto), T, =
Temperatura del aire en °Kelvin, P = Presién atmosférica (en bares), A = Area foliar (cm?).

Los datos de temperatura ambiental fueron proporcionados por la estacion
meteoroldgica de la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas. Los registros de temperatura
fueron registrados cada 30 min todos los dias.

Las lecturas del diferencial de CO, (Co - Ci) proporcionadas por el analizador de gases
y obtenidas durante 10 min por medicién fueron promediadas para obtener un solo valor por
cada hoja o estructura reproductiva medida. Este valor promedio fue reemplazado en la
siguiente férmula para obtener la tasa de respiracion y de fotosintesis de las hojas y estructuras

reproductivas, por planta:
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P, =W x (Co - Ci), donde: P, = Tasa de fotosintesis neta (umol/m?/s), W = Tasa de
flujo por area foliar (mol/m?/s), Co = Concentracién de CO, en la salida de aire del analizador
hacia la camara de intercambio, Ci = Concentracion de CO; en la salida de aire de la cAmara

de intercambio hacia el analizador.

Estimacion del esfuerzo reproductivo

El esfuerzo reproductivo se calcul6 de acuerdo al método propuesto por Reekie y Bazzaz
(1987a). En este estudio el esfuerzo reproductivo calculado en funcién de la biomasa se
denomina ERB, si se calcula en funcion de la respiracion se denomina ERR, y si se incorpora
la fotosintesis reproductiva se denomina ERF.

Se realizd la integracion del esfuerzo reproductivo ERB, ERR y ERF para toda la
estacion reproductiva. En plantas masculinas se considerd (con base en observaciones en
campo) que el evento reproductivo se extiende desde inicios de octubre hasta la tercera
semana de diciembre. En plantas femeninas se realizé la integracion de todo el periodo
reproductivo desde inicios de octubre de 2005 hasta fines de septiembre de 2006.

El ERB se obtuvo a partir de la asignacion de biomasa a las estructuras vegetativas y
reproductivas. Tanto en plantas masculinas y femeninas se considero la asignacion de biomasa
a las estructuras reproductivas al final de la estacion reproductiva. EI ERB se estim6 mediante

la solucion de la siguiente ecuacion:

ERB = (BER+BES) / BTP
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Donde: BER es la biomasa de las estructuras reproductivas (g), BES es la biomasa de las
estructuras reproductivas de soporte (g) y BTP es la biomasa total de la planta (g) incluyendo

las estructuras vegetativas y las reproductivas)

El ERR se obtuvo a partir de la asignacién de biomasa y de la integracion de la
respiracion total que ocurre durante todo el evento reproductivo. Dado que la respiracion
ocurre fundamentalmente durante la noche y es dependiente de la temperatura, se estimo la
tasa de respiracion nocturna de las hojas y estructuras reproductivas utilizando modelos de
regresion lineal (Tabla 3). Los datos de respiracion obtenidos en campo y la temperatura a la
cual fueron registrados se utilizaron para obtener estas ecuaciones.

Se realizd la estimacion de la asimilacion de carbono en lapsos de 30 minutos
(transformando los micromoles de CO; a miligramos de CO,) hasta completar toda la estacion
reproductiva, y se realiz0 la integracion de todo el periodo reproductivo para calcular el ERR

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ERR = (Bl + BES + RR) / (BTP + RTP)
Donde: BI se refiere a la biomasa de la inflorescencia, RR a la respiracion reproductiva

(respiracion de las estructuras reproductivas) y RTP a la respiracion total de la planta.

El ERF se obtuvo a partir de la asignacién de biomasa, la respiracion reproductiva y la
fotosintesis reproductiva. En este caso, se calcularon las tasas de fotosintesis a partir de los
datos tomados en campo, no de ecuaciones de regresion. Chazdon y Fetcher (1984) mostraron
que las plantas del sotobosque sobreviven con radiacién solar directa por un tiempo efectivo

de 60 minutos. Por esto, inicamente se considerd 60 minutos de fotosintesis foliar efectiva por
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dia. La fotosintesis foliar y de las estructuras reproductivas fué transformada de micromoles a
miligramos. Posteriormente se obtuvo la integracion de la fotosintesis de todo el periodo
reproductivo, en hojas y estructuras reproductivas, considerando el area total. Este valor se

sustituyo en la siguiente ecuacion:

ERF = (Bl + BER + RR) - FR / (BTP + RT - FR)

Donde: FR y RT son la fotosintesis reproductiva la respiracion total, respectivamente.

Analisis estadisticos

Los esfuerzos reproductivos ERB, ERR y ERF se compararon entre las diez parejas de plantas
masculinas-femeninas mediante una prueba de t pareada. Cuando la distribucién de los datos
se ajusto a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y hubo homocedasticidad entre ambos
grupos, se aplico la correspondiente prueba de t pareada, o en su defecto si la distribucion de
los datos no se ajustd a la normalidad se aplicd la correspondiente prueba de Wilcoxon. La
tasa de respiracion de las inflorescencias se contrasté con una ANOVA de dos vias (categoria
de maduracién x sexo). Para este analisis, la distribucion normal de los residuales se confirmé

con la prueba de Shapiro-Wilk (W =0.9660, P = 0.2069).
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Tabla 1. Modelos de regresion que relacionan la biomasa (g) con la longitud y diametro de las estructuras vegetativas y

reproductivas de Chamaedorea alternans. El peso de las hojas es explicado por un modelo de segundo grado de la forma: Y = b, X

2 + b;X + b, donde Y es la variable dependiente (peso seco, g) y X es la variable independiente (longitud de la hoja, cm). El peso

del tallo, el peso de las inflorescencias femeninas, inflorescencias masculinas y estructuras de las infrutescencias son explicados

por un modelo lineal de la forma: Y = b; X + by, donde Y es la variable dependiente (peso seco, g) y X es la variable independiente

(tallo, inflorescencia femenina, inflorescencia masculina y la raquila de la infrutescencia X = longitud (cm) x didmetro (mm);

pedicelo de la infrutescencia X = longitud (cm); fruto X = longitud (mm) x didmetro (mm). b, b; y b, son los coeficientes de

regresion.
Estructuras bo b, b, X ? n F R?
Vegetativas
Hoja -11.158 0.253 0.0006 x (X - 91.164)* | 32 | 546.5*** | 0.94
Tallo 5.792 0.037 72 | 2077.9*** | 0.96
Reproductivas
Flores femeninas -0.0943 0.0054 13 26.77** 0.71
Flores masculinas -0.272 0.00563 19 83.06*** 0.83
Pedicelo de la infrutescencia -0.0486 0.0361 17 26.34%** 0.64
Raquila de la infrutescencia -0.0093 | 0.00437 19 | 36.35*** | 0.68
Fruto (uno) -0.0265 0.0025 36 | 323.39*** | 0.90

**0.01>P >0.0001, *** P < 0.0001.
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Tabla 2. Modelos de regresién que relacionan el area (cm?) con la longitud y didmetro de las estructuras vegetativas y
reproductivas de C. alternans. El 4rea de las hojas es explicada por un modelo de segundo grado de la forma: Y = b, X 2 + byX +
bo, donde X = longitud de la hoja (cm). El &rea de la vaina de las inflorescencias femeninas y masculinas, y de las infrutescencias
(pedicelo, raquila y fruto) es explicada por un modelo lineal de la forma: Y =b; X + by, donde X = longitud (cm) x didmetro (mm)
para las vainas de las inflorescencias masculinas y femeninas, X = longitud (cm) para el pedicelo y la raquila de la infrutescencia, y

X = longitud (mm) x didmetro (mm) para el fruto. bo, b; y b, son los coeficientes de regresion.

Estructuras bo by b, X 2 n F R?
Vegetativas

Hoja -598.156 | 21.547 0.0808 x (X - 67.0625)° 32 431.49%** 0.97
Reproductivas

Flores masculinas 6.496 0.085 8 30.403* 0.83
Flores femeninas 7.2136 0.0868 13 46.75*** 0.81
Pedicelo de la infrutescencia 0.0253 1.0928 18 22.28** 0.58
Raquila de la infrutescencia -0.0114 0.5839 17 119.71%** 0.89
Fruto (uno) -0.0017 0.0071 36 4824, 77*** 0.99

*0.05> P >0.01, ** 0.01 > P >0.0001, *** P < 0.0001.
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Tabla 3. Modelos de regresion usados para estimar la respiracion nocturna de C. alternans. Modelos lineales para la prediccion de

biomasa con ecuacion: Y = b;X + by, donde Y es la variable dependiente (umol de CO, m?s™) y X es la variable independiente

(temperatura en grados Kelvin). bg y b; son los coeficientes de regresion.

Etapa fenolégica y Estructura bo by N, (g.1.) F R’
género
Floracién Hojas 26.60835 | -0.09237 91, 4.177* 0.05
Plantas femeninas (1, 89)
Inflorescencias 82.81312 | -0.29045 144 4.065* 0.03
Categorias 1y 2 (1, 142)
Inflorescencias 247.04922 | -0.85021 159 6.814** 0.04
Categorias 3y 4 (1, 157)
Floracion Hojas 20.44046 | -0.07176 87 4.31* 0.05
Plantas masculinas (1, 85)
Inflorescencias 96.04077 | -0.33962 131 4.348* 0.03
Categorias 1y 2 (1, 129)
Inflorescencias 202.56313 | -0.72083 132 14.757** 0.10
Categorias 3y 4 (1, 130)
Fructificacion, Hoja 9.60116 -0.0355 69 4.299* 0.06
frutos inmaduros (1, 67)
Infrutescencia 19.58286 | -0.07216 78 3.954* 0.05
(1,76)
Fructificacion, Hoja 46.0625 -0.15628 117 11.889** 0.09
frutos maduros (1,115)
Infrutescencia 91.7665 -0.31051 90 4.794* 0.05
(1,88)

*0.05> P >0.01, ** 0.01 > P > 0.0001, *** P < 0.0001.
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RESULTADOS
Las Tablas 1, 2 y 3 muestran las ecuaciones obtenidas para predecir la biomasa, el area 'y
para estimar la respiracion nocturna en ambos sexos.

El esfuerzo reproductivo en términos de biomasa (ERB), o la proporcion de biomasa
en peso seco que las plantas destinan a la reproduccién durante la etapa de floracion, fue
significativamente mayor en las plantas masculinas con respecto a las plantas femeninas (T
= 5.0, P =0.0381); en promedio, las plantas masculinas asignaron 3.3 veces mas biomasa a
la produccion de flores (Tabla 4, Figura 1).

La comparacion del ERB entre plantas masculinas y femeninas al final de la
estacion reproductiva (plantas masculinas en floracion y femeninas en fructificacion)
mostrd que las plantas femeninas destinaron una mayor cantidad de recursos a la
reproduccion (t = 6.8928, P < 0.0001; Tabla 4). En promedio, las plantas femeninas
destinaron hasta 3.36 veces mas biomasa para la maduracion de los frutos en relacion con la
produccion de flores en las plantas masculinas (Figura 1). Las plantas femeninas
aumentaron su indice del ERB, de 0.95 en la etapa de floracion a 11.72 en la fase de
fructificacion, es decir 12.34 veces.

Los esfuerzos reproductivos calculados en funcién de la respiracion (ERR) e
incorporando la fotosintesis reproductiva (ERF) se calcularon para cada sexo integrando
todo el periodo de estudio. El periodo reproductivo comprendid: en plantas masculinas
abarco 2.6 meses (octubre, noviembre y 20 dias de diciembre), y en plantas femeninas 12
meses. Este intervalo de tiempo esta basado en observaciones en campo.

El ERR se estimo a través de la respiracion reproductiva y vegetativa, y nos indica
el porcentaje de la asignacion que corresponde a la respiracion reproductiva a partir de la

respiracion total de la planta, tomando en consideracion a la biomasa. La comparacion del
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ERR, fue indistinto entre plantas masculinas y femeninas (t; = 0.7736, P = 0.4614; Figura
2).

El ERF, estimado por la adicion de la respiracion reproductiva y sustrayendo el
aporte de recursos debido a la reproduccion (FR), no mostré diferencias significativas entre
plantas masculinas y femeninas (ty = 0.6296, P = 0.5446; Figura 2).

El ERR en las plantas masculinas fué de 7.41, y se redujo a 7.31 al incorporar la
fotosintesis debida a los drganos reproductivos (ERF), es decir hubo una reduccion de
1.86%. En contraste, el ERR de las plantas femeninas fué de 6.7, y se redujo a 6.0 al
sustraer el aporte de carbono debido a la fotosintesis de las inflorescencias, es decir la
reduccion fué de 9.8%. Esta reduccion puede apreciarse al comparar el ERR y ERF en la
figura 2.

La tasa de consumo de carbono durante la respiracion de las inflorescencias (en
microgramos de CO, m™) varfa con el estado de maduracion y con el sexo (F737 = 6.5058,
P < 0.0001). Hay un efecto significativo del sexo, las inflorescencias de las plantas
masculinas mantuvieron una tasa de respiracion de carbono mas elevada (F; 37 = 13.4859, P
= 0.0008) y esto fué consistente en las cuatro categorias. Asimismo, el consumo de carbono
en las inflorescencias vario con el grado de desarrollo de éstas (F3 37 = 8.7198, P = 0.0002).
La respiracion fue mas elevada en las inflorescencias con mayor grado de maduracion
(Figura 3). La comparacion de medias (Tukey: Q = 2.70, P < 0.05), indicaron que las
primeras dos categorias de desarrollo (C1 y C2) consumieron una menor cantidad de
carbono, con relacion a las dos categorias siguientes (C3 y C4; Figura 3). La interaccion
categoria x sexo fue marginalmente significativa (Fs 37 = 2.79, P =0.054) y la
correspondiente prueba de Tukey sefialé que las vainas de las plantas masculinas de las

categorias 3 y 4 tienen la mayor tasa de respiracion (Q = 3.22, P < 0.05).
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Los valores promedio de las tasas de respiracion y fotosintesis para hojas y
estructuras reproductivas se muestran en la Tabla 5. La fotosintesis de las estructuras
reproductivas masculinas fue significativa solo en las categorias 1 y 2 o con un bajo grado
de desarrollo, mientras que con un mayor grado de maduracion (categorias 3 y 4) fue
practicamente nula.

La longitud y el rea foliar presentaron diferencias intersexuales: las plantas
femeninas presentaron hojas de mayor longitud (t = 5.24, P = 0.0005) y consecuentemente
una mayor area foliar (T = 3.0, P = 0.013).

La tasa de respiracion foliar presenté valores entre 0.24 y 1.44 umol de CO; m? s™
en las plantas masculinas y entre 0.18 y 1.56 umol de CO, m?s™ en las plantas femeninas.
La comparacion intersexual no fué significativa (t = 0.81, P = 0.437). La tasa de
fotosintesis foliar oscila entre 0.42 y 0.87 umol de CO, m? s™ en las plantas masculinas y
entre 0.28 y 1.64 pmol de CO, m™? s en las plantas femeninas. Las diferencias entre sexos

tampoco fueron significativas (T = 22.0, P = 0.328).
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Tabla 4. indices del esfuerzo reproductivo, o la proporcion de recursos que la planta destina

al final de la estacion reproductiva en funcion de la biomasa (ERB), la respiracion

reproductiva (ERR), y la respiracién reproductiva menos la fotosintesis reproductiva (ERF).

Esfuerzo Plantas Plantas t P
reproductivo | Etapa fenoldgica masculinas femeninas
(x +E.E)) (x +E.E))
ERB Floracion 3.48+1.14 0.95+0.26 5.00* 0.022
ERB Periodo completo | 3.48+1.14 | 11.72+1.13 6.893 <0.0001
ERR Periodo completo | 7.41+2.26 6.65 + 0.75 0.774 0.461
ERF Periodo completo | 7.31+2.24 6.00 £ 0.89 0.63 0.545

* El valor corresponde al estadistico T de la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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Tabla 5. Tasas de respiracion (umol de CO, m? s™) y fotosintesis (umol de CO, m? s) de hojas y estructuras reproductivas en las tres

etapas fenoldgicas de muestreo: floracion, frutos inmaduros y frutos maduros.

Respiracion Fotosintesis
Etapa fenoldgica Estructura Plantas Plantas Plantas Plantas
masculinas femeninas masculinas femeninas
(x +E.E) (x +E.E) (x +E.E) (x +E.E)
Floracion (oct-nov 05)
Hojas 0.77£0.14 0.89+0.12 0.68 +£0.10 0.61+0.14
Inflorescencias 5.80+0.71 447 £0.75 1.89+£0.22 25705
Categorias 1y 2
Inflorescencias 1264 +1.0 6.63+1.0 0.0+£0.0 2.25%x0.12
Categorias 3y 4
Frutos inmaduros
Hojas - 0.88 £0.09 - 0.50 +£0.04
Frutos verdes - 1.93+0.12 - 0.0
Frutos maduros
Hojas - 1.18£0.12 - 0.97 £ 0.06
Frutos maduros - 152 +0.31 - 0.0
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Figura 1. Esfuerzo reproductivo en términos de la biomasa (ERB) durante las etapas
fenoldgicas de floracion y fructificacion en plantas masculinas y femeninas de la palma

Chamaedorea alternans. Las barras de error representan el error estandar.
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Figura 2. Estimacidn del esfuerzo reproductivo, o la proporcion de recursos que la planta
destina al final de la reproduccion en funcion de la biomasa (ERB), en funcién de la
respiracion reproductiva (ERR) e incorporando la fotosintesis reproductiva (ERF) en C.
alternans. El indice comprende la etapa fenoldgica de floracion para las plantas masculinas y
la fase fenoldgica de floracion y fructificacion para las plantas femeninas. Las barras de error

representan el error estandar.
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Figura 3. Tasa de respiracion de las inflorescencias masculinas y femeninas de C. alternans,
en cuatro estadios de desarrollo, donde la categoria 1 representa la primera etapa de
desarrollo (vaina aplanada), la categoria 2 es una etapa con mas desarrollo (vaina circular de
color verde palido), la categoria 3 es una etapa previa a la antesis (vaina circular, mas
alargada y de color verde intenso) y la categoria 4 representa la etapa de antesis. Letras
diferentes denotan diferencias significativas entre etapas de desarrollo (Tukey: Q = 2.7, P <

0.05). Las barras de error representan el error estandar.

48



DISCUSION

La proporcién de recursos que las plantas destinan a la reproduccion varia de acuerdo con la
etapa fenoldgica, con el sexo y con la divisa de asignacion. En términos de biomasa, las
plantas masculinas de C. alternans destinan mas biomasa a la produccion de flores con
relacion a las plantas femeninas; sin embargo, al final de la estacion reproductiva el patrén se
invierte, y las plantas femeninas destinan un porcentaje mas elevado a la produccion de
frutos y semillas con respecto a la produccién de flores en las plantas masculinas. No
obstante, el esfuerzo reproductivo obtenido en términos del incremento en el esfuerzo
reproductivo causado por la respiracion de las estructuras reproductivas (ERR) y el esfuerzo
reproductivo en términos del aporte debido a la fotosintesis reproductiva (ERF), no presentan
diferencias estadisticas entre plantas masculinas y femeninas.

La biomasa ha sido con frecuencia la divisa de asignacion mas utilizada, durante las
etapas de floracion y de fructificacion (Pop y Reinhartz 1988). Frecuentemente, y de acuerdo
con la literatura, las plantas masculinas destinan entre 1y 2.5 veces mas biomasa, de lo que
asignan las plantas femeninas, a la produccion de inflorescencias (Popp y Reinartz, 1988;
Delph, 1990; Antos y Allen, 1994; Obeso, 1997; Rocheleau y Houle, 2001; Nicotra, 1999).
En este estudio las plantas masculinas de C. alternans destinaron hasta 3.3 veces mas
biomasa, de lo que asignaron las plantas femeninas a la produccién de inflorescencias. Este
resultado es consistente con lo reportado en la literatura. Oyama y Dirzo (1988) encontraron
que las plantas masculinas de Chamaedorea alternans (anteriormente confundida con
Chamaedorea tepejilote) destinaron hasta 1.9 veces mas biomasa, de lo destinado por las
plantas femeninas en esta etapa fenoldgica.

La biomasa de las flores masculinas y femeninas también ha sido contrastada. La

biomasa total de una flor masculina de Oemleria cerasiformis es en promedio mayor a la de
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una flor femenina. El hipanto (tejido basal de la flor en la que se asientan los diversos
verticilos de una flor) de las flores masculinas tiene mayor peso con respecto al de las flores
femeninas. Aunque, la biomasa del pistilo en antesis es considerablemente mayor a la de los
estambres (Antos y Allen, 1994).

Los costos de la formacion de estructuras reproductivas han sido cuantificados en
términos de nutrientes. Los costos de la produccion de polen son elevados. El polen contiene
altos niveles de nutrientes: K, Ca, Mg, Fe y Zn (Stanciu et al., 2011), particularmente
contiene altas concentraciones de nitrégeno (N) y fésforo (P) (Hemborg, 1998; Harris y
Pannell, 2008). Los requerimientos de nutrientes en la reproduccion se han estudiado en las
herbaceas perennes y anuales. La reduccion de nutrientes en el suelo provocd la disminucion
en el numero de granos de polen de Silene latifolia una planta perenne de vida corta (Herlihy
y Delph 2009). En otro ejemplo, la produccion de las inflorescencias masculinas de
Mercurialis annua, una planta dioica herbacea anual, requiere de una alta concentracion de
nitrégeno. El contenido de nitrogeno se reduce significativamente durante la reproduccién en
los tejidos vegetativos de las plantas masculinas. Asimismo, el crecimiento se reduce
significativamente durante la fase reproductiva en las plantas masculinas, y no resulta
afectado en las plantas femeninas. Estos resultados sugieren que las plantas masculinas de
especies dioicas herbéaceas anuales o perennes incurren en un alto costo reproductivo (Harris
y Pannell, 2008; Herlihy y Delph, 2009). Los nutrientes empleados en la reproduccion son
re-asignados desde otras estructuras de la planta. Durante la reproduccion, la planta anual
Abutilon theophrasti re-asigna el 60% de su nitrégeno, 78% de su fésforo y 14% del potasio
de sus tallos (Benner y Bazzaz, 1985). Probablemente en las palmas de este estudio, la
producciodn de inflorescencias masculinas es costosa y requiere una alta concentracion de

nutrientes que probablemente son re-asignados a partir de los tejidos vegetativos. Sin
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embargo, diversos estudios han mostrado que al final de la estacion reproductiva las plantas
femeninas invierten una mayor proporcion de biomasa y nutrientes para la formacion de
frutos y semillas.

En este estudio las plantas femeninas destinaron hasta 3.36 veces mas biomasa a la
produccion de frutos de lo que destinaron las plantas masculinas para producir sus
inflorescencias. Es decir, el ERB fue significativamente méas elevado en las plantas
femeninas. Asimismo, en otras especies de plantas dioicas, como Xanthoxylum americanum
(Popp y Reinartz, 1988), Myristica insipida (Armstrong y Irvine, 1989), Hebe subalpina
(Delph, 1990), Nyssa sylvatica (Cipollini y Stiles, 1991), Oemleria cerasiformis (Antos y
Allen, 1994), llex aquifolium (Obeso, 1997), Siparuna grandiflora (Nicotra, 1999), Corema
conradii (Rocheleau y Houle, 2001), Salix planifolia (Turcotte y Houle, 2001) y Salix
sachalinensis (Ueno et al., 2006), la inversion de recursos que se destina a todo el evento
reproductivo es significativamente mas elevada en las plantas femeninas. Este porcentaje de
asignacion en las plantas femeninas alcanza un rango desde 1.7 hasta 10.8 veces més que la
asignacion de las plantas masculinas. Esta cifra probablemente se incremente si son
consideradas las flores femeninas. En términos de nutrientes las plantas femeninas también
asignan mas recursos. Las plantas femeninas de Salix glauca destinan dos veces mas
nitrégeno y fosforo para la maduracion de semillas que lo que destinan las plantas masculinas
para la produccion de polen (Dudley, 2006).

Aunque, medir la asignacién en términos de la biomasa ha sido el método mas
empleado, medir el esfuerzo reproductivo en términos de la respiracion y la fotosintesis
revela una vision mas detallada de los procesos fisioldgicos relacionados con la distribucion
de los fotosintatos (Reekie y Bazzaz, 19874, b, c). La fotosintesis es ciertamente responsable

de la mayoria de la ganancia en biomasa de la planta. Sin embargo, la mitad de todos los
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fotosintatos producidos en un dia son respirados en el mismo periodo. Por ejemplo, la
respiracion de las raices consume entre el 10 y el 50% del carbono total asimilado por dia
debido a la fotosintesis (Van der Werf et al., 1994).

La tasa de crecimiento es un elemento importante a considerar en el gasto energético
causado por la respiracion. Particularmente en las plantas de lento crecimiento, el porcentaje
de carbono consumido por la respiracién se incrementa y consecuentemente el porcentaje de
carbono invertido al crecimiento se reduce (Lambers et al., 1998).

La tasa de crecimiento ha sido evaluada en Chamaedorea alternans a través de la tasa
de produccion foliar, el incremento en altura, la tasa relativa de crecimiento (RGR, por sus
siglas en ingleés: relative growth rate) y la produccion neta de biomasa. Las plantas
masculinas de C. alternans producen significativamente un mayor nimero de hojas y
muestran un mayor incremento en altura. Sin embargo, la tasa relativa de crecimiento y la
produccion neta de biomasa no muestran diferencias intersexuales (Cepeda-Cornejo y Dirzo,
2010). La raz6n es que aunque las plantas masculinas producen un mayor numero de hojas,
estas son mas cortas que las hojas de las plantas femeninas. Es posible que si ambos sexos
producen una cantidad semejante de biomasa en el tiempo (revisar Cepeda-Cornejo y Dirzo,
2010), el costo respiratorio sea también semejante entre los sexos, y de esta forma es posible
explicar que el esfuerzo reproductivo evaluado en términos de la respiracion haya sido
estadisticamente indistinguible entre plantas masculinas y femeninas.

El area foliar es un aspecto importante para la captacion de bioxido de carbono y
realizacién de la fotosintesis. Las plantas femeninas de C. alternans poseen hojas no sélo con
mas biomasa, también de una mayor area foliar con relacion a las plantas masculinas. Esta
diferencia, podria reducir el costo de la reproduccién para las plantas femeninas de esta

especie. Asimismo, la produccion de las flores y maduracion de los frutos requiere de

52



aproximadamente un afo. Es el evento reproductivo de mayor longitud en contraste con C.
pinnatifrons (~ 7 meses) y C. ernesti-augusti (~ 5 meses). Es posible que las plantas
femeninas presenten hojas con mayor area foliar a fin de sostener la enorme demanda de
fotosintatos. Asimismo, la fotosintesis total (de toda la corona foliar), fue 1.83 veces mayor
en las plantas femeninas, no obstante, que las diferencias no fueron significativas.

La fotosintesis en estructuras reproductivas fue detectada en las inflorescencias
femeninas de las categorias 1 a 4 y en frutos inmaduros (al inicio de su formacion). En
plantas masculinas Unicamente las primeras dos categorias de las inflorescencias realizaron
actividad fotosintética. Se sabe que la actividad fotosintética que realizan los frutos verdes
brinda una proporcién sustancial de su requerimiento energético (Blanke y Lenz, 1989;
Bazzaz, 1997; Lambers et al., 1998). En este estudio se detectd, a través de la estimacion del
ERR y ERF, que la fotosintesis reproductiva disminuye el costo debido a la respiracion en un
1.86% en las plantas masculinas y hasta un 9.77% en las plantas femeninas. De este modo, es
muy posible que la actividad fotosintética que se detectd en las estructuras reproductivas
reduzca el costo de la reproduccion como se ha documentado (Reekie y Bazzaz, 1987a, b).

La glucosa es la molécula precursora de una gran cantidad de compuestos que la
planta requiere como 1) lipidos, 2) ligninas, 3) fenoles solubles (taninos y flavonides, 4)
compuestos organicos que contienen nitrogeno tales como proteinas y ADN, 5) carbohidratos
totales estructurales (p. eg. celulosa), 6) carbohidratos no estructurales (p. eg. almidén y
azucares) y 7) acidos organicos. Sin embargo, los costos de construccion de cada uno de
estos compuestos varian. Generalmente los lipidos y las proteinas, son muy costosos en
términos del ATP que se requiere para su biosintesis. En estos términos, los costos de
construccidén o bien los gramos de glucosa que se invierten en cada gramo de tejido (g/g)

dependen de los compuestos que los conforman. El costo de construccion de las hojas (en
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varias especies y ambientes) es de 1.56, de los tallos de 1.44, de las raices 1.34 y de las
semillas y frutos de 1.65. Es decir, el costo de construccion més elevado se presenta en las
semillas. Particularmente, las semillas de algunas palmas (p. ej. Elaeis guineensis, la palma
de aceite) se constituyen fundamentalmente de lipidos y galactomananos (Alang et al., 1988).
Esto implica un costo de construccion elevado. Es decir, el costo de la reproduccion de las
infrutescencias de C. alternans podria ser elevado por la demanda de una gran cantidad de
compuestos con un alto costo de construccidn. Estos recursos solo pueden obtenerse por la
via de la asimilacion de carbono durante la fotosintesis.

En este estudio se evalud el ER con base en el carbono gastado durante la
respiracion (ERR) y el carbono que es asimilado durante la fotosintesis (ERF) en plantas
masculinas y femeninas de C. alternans. La comparacién del esfuerzo reproductivo tomando
como divisa de asignacion al carbono sélo habia sido evaluada en un sistema hermafrodita
(Agropyron repens) y no se habia realizado en un sistema dioico. No obstante, es
recomendable evaluar el ER en otras especies dioicas particularmente C. pinatifrons y C.
ernesti-augusti que muestran algunas caracteristicas importantes, como son un periodo
reproductivo de menor duracion y una mayor produccion de biomasa en las plantas
masculinas, a diferencia de C. alternans. Seria interesante contrastar los patrones de
asignacion entre estas tres especies bajo estas consideraciones.

Los resultados demuestran que la estimacién del esfuerzo reproductivo varia de
acuerdo con la divisa de asignacion. La estimacion del esfuerzo reproductivo tomando como
divisa al carbono es de gran importancia, ya que la asignacién de carbono a la reproduccion
podria resultar en una disminucién del crecimiento vegetativo. Asimismo, evaluar la

fotosintesis reproductiva es importante ya que ésta, puede reducir el costo de la reproduccion.
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Por otra parte, la asignacion de carbono puede reflejar la asignacion de otros nutrientes como
el fosforo y el nitrogeno (Reekie y Bazzaz, 1987b).

Asimismo, la estimacién del esfuerzo reproductivo empleando diferentes variables
(biomasa, carbono, nutrientes) nos proporciona una vision mas completa del gasto asociado
al evento reproductivo. La acumulacion de biomasa es el resultado de diversos procesos
metabdlicos, no sélo representa las ganancias y pérdidas de carbono, sino también de otros
elementos como el fésforo o el nitrégeno y podria explicar el aumento del ERB en las plantas
femeninas. La asignacion de otros nutrientes no est4 considerada en la estimacion basada en
carbono, y su integracion podria explicar las diferencias entre las estimaciones basadas en

biomasa con las estimaciones realizadas en carbono.

LITERATURA CITADA

Alang, Z.C., Moir, G.F.J., y Jones, L.H. (1988) Composition, degradation and utilization of
endosperm during germination in the oil palm (Elaeis guineensis Jacq.). Annals of
botany, 61(2), 261-268.

Antos, J.A., y Allen, G.A. (1994) Biomass allocation among reproductive structures in the
dioecious shrub Oemleria cerasiformis a functional interpretation. Journal of
Ecology, 82(1), 21-29.

Armstrong, J.E., y Irvine, A.K. (1989) Flowering, sex ratios, pollen-ovule ratios, fruit set,
and reproductive effort of a dioecioius tree, Myristica insipida (Myristicaceae) in two
different rain forest communities. American Journal of Botany, 76, 74-85.

Bazzaz, F.A. (1997) Allocation of resources in plants: State of the science and critical
questions. En Plant resource allocation (F.A. Bazzaz, y J. Grace, eds): Academic
Press, pp. 1-37.

Benner, B.L., y Bazzaz, F.A. (1985) Response of the annual Abutilon theophrasti medic.
(Malvaceae) to timing of nutrient availability. American Journal of Botany, 72(2),
320-323.

Blanke, M.M., y Lenz, F. (1989) Fruit photosynthesis a review. Plant Cell Environmental,
12, 31-46.

Brenner, B.L., y Bazzaz, F.A. (1985) Response to the annual Abutilon theophrasti medic.
(Malvaceae) to timing of nutrient availability. American Journal of Botany(72), 320-
323.

55



Bullock, S.H. (1984) Biomass and nutrient allocation in a neotropical dioecious palm.
Oecologia, 63(3), 426-428.

Cepeda-Cornejo, V., y Dirzo, R. (2010) Sex-related differences in reproductive allocation,
growth, defense and herbivory in three dioecious neotropical palms. PLoS ONE, 5(3),
e9824.

Cipollini, M.L., y Stiles, E.W. (1991) Costs of reproduction in Nyssa sylvatica: sexual
dimorphism in reproductive frequency and nutrient flux. Oecologia, 86, 585-593.

Chazdon, R.L., y Fetcher, N. (1984) Photosynthetic light environments in a lowland tropical
rain forest in Costa Rica. Journal of ecology, 72, 553-564.

Delph, L.F. (1990) Sex differential resource allocation patterns in the subdioecious shrub
Hebe subalpina. Ecology, 71, 1342-1351.

Delph, L.F., Lu, Y., y Jayne, L.D. (1993) Patterns of resource-allocation in a dioecious Carex
(Cyperaceae). American Journal of Botany, 80(6), 607-615.

Dudley, L.S. (2006) Ecological correlates of secondary sexual dimorphism in Salix glauca
(Salicaceae). American Journal of Botany, 93(12), 1775-1783.

Elmqvist, T., Cates, R.G., Harper, J.K., y Gardfjell, H. (1991) Flowering in males and
females of a Utah willow, Salix-rigida and effects on growth, tannins, phenolic
glycosides and sugars. Oikos, 61(1), 65-72.

Gonzélez-Soriano, E., Dirzo, R., y Vogt, R. (1997) Historia natural de Los Tuxtlas. México:
Universidad Nacional Autobnoma de México, 647 pp.

Gross, K.L., y Soule, J.D. (1981) Differences in biomass allocation to reproductive and
vegetative structures of male and female plants of a dioecious, perennial herb, Silene
alba (Miller) Krause. American Journal of Botany, 68(6), 801-807.

Harris, M.S., y Pannell, J.R. (2008) Roots, shoots and reproduction: sexual dimorphism in
size and costs of reproductive allocation in an annual herb. Proceedings of the Royal
Society B-Biological Sciences, 275(1651), 2595-2602.

Hemborg, A.M. (1998) Seasonal dynamics in reproduction of first year females and males in
Silene dioica. International Journal of Plant Sciences, 159(6), 958-967.

Hemborg, A.M., y Karlsson, P.S. (1998) Somatic costs of reproduction in eight subarctic
plant species. Oikos, 82, 149-157.

Herlihy, C.R., y Delph, L.F. (2009) Selection lines of Silene latifolia (caryophyllaceae) differ
in how stress affects pollen production. International Journal of Plant Sciences,
170(9), 1103-1108.

Hoffman, A.J., y Alliende, M.C. (1984) Interactions in the patterns of vegetative growth and
reproduction in woody dioecious plants. Oecologia, 61, 109-114.

Horibata, S., Hasegawa, S.F., y Kudo, G. (2007) Cost of reproduction in a spring ephemeral
species, Adonis ramosa (Ranunculaceae): Carbon budget for seed production. Annals
of Botany, 100(3), 565-571.

Jonsson, K.1. (2000) Life history consequences of fixed costs of reproduction. Ecoscience,
7(423-427).

Karlsson, S., y Méndez, M. (2005) The resource economy of plant reproduction. En
Reproductive allocation in plants (E.G. Reekie, y F.A. Bazzaz, eds), Nueva York:
Elsevier Academic Press publications, pp. 1-49.

Lambers, H., Chapin Ill, F.S., y Pons, T.L. (1998) Respiration. En Plant physiological
ecology, New York, E.U.A.: Springer-Verlag, pp. 96-139.

Levins, R. (1968) Evolution in changing environments. New Jersey, E.U.A.: Princeton
University Press, 120 pp.

56



Miranda, F., y Hernandez-X, E. (1963) Los tipos de vegetacion de México y su clasificacion.
Boletin de la Sociedad Boténica de México, 28, 29-178.

Nicotra, A.B. (1999) Reproductive allocation and the long-term costs of reproduction in
Siparuna grandiflora, a tropical dioecious shrub. Journal of ecology, 87, 138-149.

Obeso, J.R. (1997) Costs of reproduction in Ilex aquifolium: Effects at tree, branch and leaf
levels. Journal of Ecology, 85(2), 159-166.

Obeso, J.R. (2002) The costs of reproduction in plants. New Phytologist, 155(3), 321-348.

Obeso, J.R., y Retuerto, R. (2002) Sexual dimorphism in holly llex aquifolium: cost of
reproduction, sexual selection or physiological differentiation? Revista Chilena de
Historia Natural, 75, 67-77.

Oyama, K. (1984) Biologia comparativa entre individuos masculinos y femeninos de
Chamaedorea tepejilote Liebm. (Palmae). Universidad Nacional Autdbnoma de
Meéxico, Facultad de Ciencias, México, D.F.

Oyama, K., y Dirzo, R. (1988) Biomass allocation in the dioecious tropical palm
Chamaedorea tepejilote and its life history consequences. Plant Species Biology, 3,
27-33.

Oyama, K., y Dirzo, R. (1991) Ecological aspects of the interaction between Chamaedorea
tepejilote, a dioiecious palm and Calyptocephala marginipennis, a herbivorous beetle,
in a Mexican rain forest. Principes, 35(2), 86-93.

Oyama, K., Dirzo, R., y Ibarra-Manriquez, G. (1992) Population structure of the dominant
palm species in the understory Mexican lowland rain forest. Tropics, 2, 23-28.

Popp, J.W., y Reinartz, J.A. (1988) Sexual dimorphism in biomass allocation and clonal
growth of Xanthoxylum americanum. American Journal of Botany, 75, 1732-1741.

Putwain, P.D., y Harper, J.L. (1972) Studies in the dynamics of plant populations. V.
Mechanisms governing the sex ratio in Rumex acetosa and R. acetosella. Journal of
Ecology, 60, 113-129.

Reekie, E.G., y Bazzaz, F.A. (1987a) Reproductive effort in plants. 1. Carbon allocation to
reproduction. The American Naturalist, 129(6), 876-896.

Reekie, E.G., y Bazzaz, F.A. (1987b) Reproductive effort in plants. 2. Does carbon reflect
the allocation of other resources? The American Naturalist, 129(6), 897-906.

Reekie, E.G., y Bazzaz, F.A. (1987c) Reproductive effort in plants. 3. Effect of of
reproduction on vegetative activity. The American Naturalist, 129(6), 907-9109.
Rocheleau, A.F., y Houle, G. (2001) Different cost of reproduction for the males and females
of the rare dioecious shrub Corema conradii (Empetraceae). American Journal of

Botany, 88(4), 659-666.

Soto, M., y Gama, L. (1997) Climas. En Historia natural de Los Tuxtlas (S. E.G., R. Dirzo, y
V. R.C., eds), México: Universidad Nacional Autonoma de México, pp. 7-23.

Stanciu, O.G., Marghitas, L.A., Dezmirean, D., y Campos, M.G. (2011) A comparison
between the mineral content of flower and honeybee collected pollen of selected plant
origin (Helianthus annuus L. and Salix sp.). Romanian Biotechnological Letters,
16(4), 6291-6296.

Stearns, S.C. (1992) The evolution of life histories. Nueva York: Oxford University Press,
249 pp.

Taiz, L., y Zeiger, E. (2002) Plant Physiology. Sunderland, MA: Sinauer Associates, Inc.,
Publishers, 690 pp.

57



Tuomi, J., Hakala, T., y Haukioja, E. (1983) Alternative concepts of reproductive effort, cost
of reproduction, and selection in life-history evolution. American Zoologist, 23, 25—
34.

Turcotte, J., y Houle, G. (2001) Reproductive costs in Salix planifolia ssp planifolia in
subarctic Quebec, Canada. Ecoscience, 8(4), 506-512.

Ueno, N., Kanno, H., y Seiwa, K. (2006) Sexual differences in shoot and leaf dynamics in the
dioecious tree Salix sachalinensis. Canadian Journal of Botany-Revue Canadienne De
Botanique, 84(12), 1852-1859.

Van der Werf, A., Poorter, H., y Lambers, H. (1994) Respiration as dependent on a species'
inherent growth rate and on the nitrogen supply to the plant. En A whole-plant
perspective of carbon-nitrogen interactions (J. Roy, y E. Garnier, eds): SPB
Academic Publishing, The Hague, pp. 61-77.

58



Capitulo 3

Efectos de la defoliacion experimental en el
crecimiento y formacion de estructuras
reproductivas en tres especies de

Chamaedorea



Efectos de la defoliacion experimental en el crecimiento y formacién de estructuras

reproductivas masculinas y femeninas de tres especies de Chamaedorea

La herbivoria afecta el éxito reproductivo de las plantas al disminuir su crecimiento y
afectar el desarrollo de las estructuras reproductivas. En este estudio exploramos las
consecuencias de la pérdida foliar en la formacion de estructuras reproductivas y el crecimiento
de plantas masculinas y femeninas de tres especies dioicas de Chamaedorea. El estudio abarco
un periodo de dos afios y comprende aspectos detallados de la reproduccién que no se habian
sido considerados en otros estudios de defoliacion en el género: tamafio de las florescencias,
frutos cuajados y crecimiento en biomasa. Tres tratamientos de defoliacion fueron aplicados:
defoliacion al 0%, defoliacion al 25% defoliacion al 50%. EI desempefio de las plantas fue
medido durante dos afios. Se encontr6 que la defoliacion repercute negativamente en la
formacion de estructuras reproductivas y en la produccién de biomasa.

La longitud de las inflorescencias y la longitud de la biomasa varian entre el primer y
segundo afio de estudio, en plantas sin defoliacion la longitud y la biomasa disminuyeron con
relacion a las plantas con defoliacion. En el primer afio de estudio, las plantas sin defoliacion
produjeron inflorescencias significativamente mas largas con respecto a las plantas defoliadas.
El peso total y el peso de la panicula de las inflorescencias masculinas se redujo en las plantas
con 25 y 50% de defoliacion en C. alternans. En las plantas femeninas, el porcentaje de frutos
cuajados (no. frutos totales / no. de frutos) se reduce significativamente en las plantas con
defoliacion al 25%. La produccion de biomasa se redujo en el primer afio en las plantas
femeninas con 50% de defoliacion, y en global para las plantas femeninas de C. pinnatifrons

con 25y 50% de defoliacion.
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Los resultados de este estudio ponen en evidencia los efectos negativos que sobre las
plantas tiene la herbivoria en el crecimiento, éxito reproductivo y consecuentemente en la
adecuacion. Los resultados sugieren que la herbivoria puede tener consecuencias negativas para
la adecuacion de las plantas femeninas. No obstante, se desconocen los efectos negativos de la

pérdida foliar en la germinacidn, establecimiento y sobrevivencia en estas plantas.

INTRODUCCION
La herbivoria es una interaccién antagonica, en la que plantas y herbivoros estan en un conflicto
continuo. La herbivoria implica por definicién el consumo de cualquier tejido o fluido vegetal
por algin animal; constituye una de las interacciones bidticas mas importantes al afectar la
sobrevivencia, fecundidad y crecimiento de las plantas (Marquis, 1992). De la herbivoria, la
depredacion de semillas y plantulas, es una de las mayores fuerzas que controlan la distribucién
(Louda, 1982a) abundancia y establecimiento de las especies (Louda, 1982b).

Las plantas estan constantemente bajo la presién de seleccion que ejercen los herbivoros
y los polinizadores. Se ha sugerido que la evaluacién de algunos atributos defensivos de las
plantas son resultado de dicha presién, por ejemplo los tricomas, las espinas y los compuestos
secundarios (Marquis, 1992). La presion que ejercen los herbivoros puede inclusive controlar la
distribucion de ciertos genotipos. Un ejemplo claro de esto es la distribucion del trébol blanco
Trifolium repens y de sus herbivoros, los caracoles y las babosas, pues en areas con altas
densidades de moluscos, los morfos de trébol que producen compuestos cianogénicos estan
sobre-representados en comparacion con areas con bajas densidades de dichos herbivoros

(Dirzo y Harper, 1982).
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Los efectos de la herbivoria sobre las plantas son con frecuencia negativos. La pérdida
de tejido foliar causa una disminucion de la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion
(Marquis, 1984; Mendoza et al., 1987; Dominguez y Dirzo, 1994; Koptur et al., 1996). La
defoliacion experimental de especies como Piper arieianum (Marquis, 1984) y Astrocaryum
mexicanum (Mendoza et al., 1987) han puesto en evidencia estos efectos negativos. La
defoliacion al 25y 100% de Erythroxylum havanenese reduce la produccion de semillas. Una
defoliacion del 100% causa una disminucion del incremento en area basal, aumenta el tiempo de
maduracion de los frutos y disminuye el nimero de flores (Dominguez y Dirzo, 1994). El dafio
causado por la herbivoria reduce el atractivo de las flores a los polinizadores (Strauss et al.,
1996). El numero de granos de polen, la longitud y ancho de los pétalos, se reducen en las
plantas de Rhaphanus raphanistrum que han sido dafiadas (Strauss et al., 1996; Lehtila y
Strauss, 1999). Es por esto que se ha concluido que el dafio foliar tiene un impacto en la
adecuacion de las plantas.

Los efectos de la defoliacion experimental también se han estudiado en plantas dioicas.
La defoliacion en Silene dioica reduce el numero de flores e incrementa la mortalidad de las
plantas masculinas. En tanto que las plantas femeninas reducen el nimero de flores, el nimero y
el tamafio de las semillas, en comparacion con las plantas control (EImgvist y Gardfjell, 1988).
Asimismo, la remocion del 80% de los brotes vegetativos en el arbol Salix sachalinensis,
ocasiona la reduccion en el crecimiento en diametro de los brotes de un afio de edad. Ademas, la
reduccidn es mayor en las plantas femeninas que en plantas masculinas (Ueno et al., 2006). No
obstante, en Carex picta la defoliacién de los brotes vegetativos reduce el crecimiento de las
plantas masculinas y las plantas femeninas no ven afectado su crecimiento (Delph et al., 1993).
Particularmente en C. alternans (anteriormente confundida con C. tepejilote). Las plantas

masculinas con 25, 50 y 100% de defoliacion producen significativamente una mayor cantidad
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de hojas y de inflorescencias. Las plantas femeninas con entre 25y 100% de defoliacion
producen también un mayor numero de hojas, aunque el nimero de inflorescencias no cambia.
La produccién de frutos se eleva con la defoliacién entre 25 y 50% al primer afio, aunque no
varia al siguiente afio (Oyama y Mendoza, 1990).

Con frecuencia las plantas femeninas invierten un mayor porcentaje de sus recursos a la
reproduccion, en comparacion con las plantas masculinas (Bullock, 1984; Oyama y Dirzo,
1988; Popp y Reinartz, 1988; Obeso, 1997; Rocheleau y Houle, 2001; Turcotte y Houle, 2001,
Obeso y Retuerto, 2002; Dudley, 2006; Ueno et al., 2006; Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010).
También se ha comprobado en algunas especies dioicas que una mayor asignacion a la
maduracion de frutos y semillas va acompafiada de una menor asignacién de recursos al
crecimiento (Popp y Reinartz, 1988; Jing y Coley, 1990; EImqvist et al., 1991; Obeso, 1997,
Rocheleau y Houle, 2001; Obeso y Retuerto, 2002). Eso supone una diferencia en la capacidad
de regenerar el tejido foliar entre plantas masculinas y femeninas. La reduccién en el area foliar
podria afectar en mayor grado el desempefio de las plantas femeninas. Particularmente en este
estudio trabajamos con tres especies de palmas de Chamaedorea. Las plantas masculinas de
estas tres especies poseen una mayor tasa de produccion foliar en comparacion con las plantas
femeninas (Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010), esto supone una mayor capacidad de regenerar el
tejido perdido, por lo tanto es esperable que existan contrastes notables dependiendo del sexo y
del porcentaje de area pérdida. La pérdida de tejido foliar podria causar la disminucién no solo
en el nimero de estructuras reproductivas, sino del peso y longitud de las inflorescencias,
tamano de las flores e incluso del nimero de frutos cuajados (no. de frutos/no. de flores), asi
como la disminucion en el crecimiento. Ademas, los efectos negativos de la defoliacion podrian
manifestarse en subsecuentes temporadas reproductivas. Asimismo, existen diferencias

interespecificas importantes en la tasa de produccién de biomasa en las especies de estudio, y
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consecuentemente podria darse un gradiente en la respuesta a la defoliacion a este nivel. El
objetivo de este estudio fue evaluar el desempefio de plantas masculinas y femeninas de tres

especies dioicas y simpétricas de Chamaedorea en respuesta a la pérdida de tejido foliar.

METODOS

Sitio y especies de estudio

El sitio de estudio se ubico en los alrededores de la estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas
del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (18°34'-
18°36' N, 95°04'-95°09' W, 150 m.s.n.m.). La estacién comprende una superficie total de 640
hectareas y esta ubicada en la Sierra de Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz, México. La
vegetacion esta clasificada como selva alta perennifolia (SAP) de acuerdo con el sistema de
Miranda y Hernandez-X (1963). Las tres especies de estudio son palmas del género
Chamaedorea (Arecaceae) que son notables en la region por su abundancia e importancia
bioldgica: C. alternans, C. ernesti-augusti y C. pinnatifrons. Detalles de la historia natural de la
zonay las especies en Gonzalez-Soriano y colaboradores (1997).

Seleccion de los organismos de estudio

Las plantas fueron elegidas al azar a lo largo de un extenso recorrido. Seleccionamos entre 40 y
54 plantas reproductivas por sexo y por especie (145 plantas femeninas y 120 plantas
masculinas). Durante el estudio algunas plantas se perdieron por caida de troncos o muerte
natural. Al inicio del estudio cada una de las plantas fue marcada con pintura indeleble en las
hojas, la region basal y apical del tallo. La condicidn inicial del tallo y hojas de cada planta fue
registrada. Medimos al inicio y en cada censo el diametro de la region basal y apical del tallo
con un vernier digital (Miyutoyo CD-6"C, Japon). El nimero de las hojas en pie y la longitud de

cada una de ellas también fueron registrados.
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El marcaje inicial fue realizado en noviembre de 2004. El primer censo de crecimiento y
remarcado de hojas nuevas se realiz6 después de 14 meses (enero de 2006) y el segundo y
ultimo censo se realizé al siguiente afio (enero de 2007), es decir a los 26 meses del marcaje
inicial.

Tratamientos

Tres tratamientos de defoliacion fueron aplicados. Las plantas que recibieron cada uno de los
tratamientos fueron seleccionadas al azar. Cada uno de los tratamientos se aplic6 a 10-15
plantas por sexo por especie. El tratamiento 1 consistio en 0% de defoliacion, el tratamiento 2
consistié en 25% de defoliacion y el tratamiento 3 en 50% de defoliacion del area foliar total en
pie. La extraccion del area foliar se realiz6 con tijeras. En las especies con lamina dividida se
retird el area correspondiente en cada una de las pinnas. En la especie con lamina entera se
retird el area equivalente en el lado derecho e izquierdo de cada hoja. El raquis central de la
ldmina no fue cortado, aunque si se cortaron las venas longitudinales. Estos niveles de
defoliacion ya han sido previamente probados en una de las tres especies de estudio (Oyama y
Mendoza, 1990). Con la finalidad de mantener el nivel de defoliacion en cada planta y evitar el
consumo foliar por sus herbivoros naturales, se aplicd una solucion de agua con insecticida.
Utilizamos dos insecticidas: el dimetoato (Gardena raiz y follaje, Happy Flower Mexicana, S.A.
de C.V., México) arazon del ml en 1 L de aguay el diazinon 25% (AGROformuladora Delta
S.A. de C.V., México) a una concentracion de 5 ml por litro. El dimetoato es un insecticida de
contacto para plagas masticadoras en la zona del follaje y raices, en tanto que el diazinon es un
insecticida fosforado que tiene un efecto prolongado durante 6 a 8 semanas. El follaje se
humedecia completamente con la solucion de agua-insecticida una vez al mes y se aplicé a

todas las plantas de los tres tratamientos. La defoliacion fue realizada dos veces, la primera
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durante el marcaje inicial (noviembre de 2004) y la segunda poco después de un afio de iniciado
el experimento (enero de 2006).

Estructuras reproductivas

Las inflorescencias masculinas fueron colectadas en el pico de la reproduccion. Asi, las flores
masculinas de C. ernesti augusti se colectaron entre febrero y marzo, las flores masculinas de C.
pinnatifrons durante mayo y junio y las flores masculinas de C. alternans durante octubre a
diciembre. El estudio incluyé dos periodos reproductivos para cada especie.

Las inflorescencias fueron embolsadas en papel y secadas en un horno a 60°C durante 24
horas. El peso total de la inflorescencia (incluyendo el pedicelo o estructura de sostén) y el peso
de la panicula fueron registrados para cada inflorescencia colectada, empleando una balanza
digital (Ohaus, Scout Il 200g x 0.01g, E.U.A.). La panicula contiene a todas las flores sin
considerar el eje o pedicelo, y debido a que en algunos casos no era posible colectar
completamente este eje, se obtuvo el peso de la panicula. Se midio la longitud total de la
inflorescencia (incluyendo el pedicelo), la longitud de las raquilas (superior, intermedia e
inferior) y el diametro (Miyutoyo CD-6"C, Japdn) de tres flores por inflorescencia. La raquila es
cada una de las subunidades que conforman la panicula de la inflorescencia y sobre la cual estan
insertadas las flores.

El numero total de flores femeninas se cuantifico durante la fase de antesis para cada una
de las inflorescencias producidas en todas las plantas seleccionadas. Al final de la estacion
reproductiva y cuando los frutos estaban maduros, el nimero total de frutos formados fue
cuantificado en cada una de las inflorescencias de todas las plantas femeninas seleccionadas. Se
calcul6 el numero de frutos cuajados por inflorescencia y por planta (mediante el promedio de
todas las infrutescencias). El cuajado es la fertilizacion de la flor, tras la cual se da paso a la

formacion del fruto, se conoce comdnmente como fruit-set. Donde el nimero de frutos cuajados
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(FC) = namero total de frutos / numero total de flores. EI nimero de FC fue obtenido sélo para
la primera estacion reproductiva del experimento.

Crecimiento

Los datos de la altura y didmetro del tallo, asi como nimero y longitud de las hojas
correspondientes a cada censo, fueron empleados para estimar el crecimiento de las plantas. De
acuerdo con el anélisis de crecimiento de Hunt (1982), se calculo:

a) la tasa de incremento en altura del tallo (IAP) = (In APfinal — In APinicial) / t, donde AP =
altura parcial del tallo en cm y t = tiempo en afios.

El incremento en altura del tallo en este capitulo, se calcul6 a partir de la formacion de nuevos
metameros en la zona apical del tallo y ocurre por la aposicién de tejido en dicha zona.

b) la tasa de produccion foliar (TPF) = hojas producidas / (hojas iniciales/t), donde t = tiempo en
anos.

c) produccion de biomasa total (PB) = biomasa producida en tallo y hojas / (biomasa inicial/t).
La biomasa de las hojas y tallos fue estimada por ecuaciones de regresion. Las ecuaciones
fueron desarrolladas en plantas de diferentes tamarios de las tres especies y colectadas en los
alrededores de la Estacion (Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010).

Analisis estadisticos

La variacion entre el primer intervalo (noviembre de 2004 a enero de 2005, se menciona como
2005) con el siguiente (enero de 2006 a enero de 2007, se menciona como 2006) en el peso de la
inflorescencia total, el peso de la panicula, la longitud de la inflorescencia total, la longitud de la
raquila, el diametro de la flor, la tasa de incremento en altura del tallo, la tasa de produccion
foliar y la produccion de biomasa total fue contrastada por un analisis de varianza de medidas
repetidas. EI modelo incluyd el efecto de la especie, el sexo y el tratamiento, asi como sus

interacciones: especie x sexo, especie x tratamiento, sexo x tratamiento y especie x sexo X
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tratamiento. Previamente se verifico la normalidad de los residuales por la prueba de W
Shapiro-Wilk. Los residuales se obtuvieron al calcular un ANOVA por separado de los tiempos
uno (2005) y dos (2006). Se analizaron los efectos dentro de sujetos y entre sujetos. Los efectos
dentro de sujetos (dentro de plantas) indican el cambio en el tiempo de cada planta en cada una
de las variables. Los efectos entre sujetos (entre plantas) suman el efecto de los dos afios. Los
efectos del andlisis de medidas repetidas que resultaron significativos fueron analizados con
pruebas de contrastes post-hoc. La significancia de las comparaciones fue corregida por el
criterio de Bonferroni.

La proporcion de frutos cuajados fue analizada por un analisis de varianza de dos
factores (tratamiento x especie) en las tres especies de estudio y los tres tratamientos.

Adicionalmente, los datos del afio 2005 de la longitud de la inflorescencia y de la
produccion de biomasa fueron analizados con un andlisis de varianza de dos (especie x
tratamiento) y tres factores (especie x sexo x tratamiento), respectivamente.

La normalidad de los residuales fue verificada para todos los analisis por la prueba de W
Shapiro-Wilk. Sin embargo, cuando los residuales no estaban normalmente distribuidos, una

transformacion Box Cox fue aplicada a los datos (JMP vers 7.0, SAS Institute Inc. 2007).
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RESULTADOS

Estructuras reproductivas

El andlisis de varianza de medidas repetidas (efectos dentro de sujetos) detect6 un efecto
significativo del tiempo en el peso total, peso de la panicula y longitud de la raquila. Las
variables, peso total de la inflorescencia, peso de la panicula, longitud total y didmetro de las
flores presentaron un efecto significativo de la interaccion tiempo x especie. Unicamente la
longitud total de la inflorescencia tuvo un efecto significativo de la interaccion tiempo x
tratamiento, asi como tiempo x especie x tratamiento. La comparacion entre sujetos indicd
efectos de la especie y de la interaccion especie x tratamiento (Tabla 1).

La comparacion en el tiempo (al interior de cada planta o dentro de sujetos) indic que el
peso de las inflorescencias producidas en 2005 fue significativamente mayor en un 8.7%, con
respecto a las inflorescencias producidas en 2006 (Tabla 1, Figura 1). La comparacién entre
plantas (también llamada entre sujetos) indica que las plantas de C. alternans con 25y 50% de
defoliacion produjeron inflorescencias significativamente de menor peso con respecto a las
plantas sin defoliacion (Tabla 2).

El peso de la panicula en todas las inflorescencias producidas en 2005 fué
significativamente mayor, en un 20.6%, al peso de las paniculas producidas en el 2006 (efecto
dentro de sujetos) (Tabla 1, Figura 2). Las paniculas de la especie C. alternans con 50 y 25% de
defoliacidn tuvieron significativamente menor peso con respecto a las plantas sin defoliacion
(efecto entre sujetos) (Tabla 2, Figura 2).

La longitud total de la inflorescencia no mostré cambios en el tiempo, aungue si hubo
efectos de la interaccion tiempo x tratamiento (dentro de sujetos) (Tabla 1). El contraste post-
hoc indicé que la longitud de las inflorescencias de las plantas sin defoliacion disminuyd

significativamente con relacién a la longitud de las inflorescencias de plantas con 25% de
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defoliacion (Tabla 2, Figura 3). La longitud de las inflorescencias de las plantas sin defoliacién
disminuy6 en promedio un 13%, de 38.1 cm en 2005 a 33.1 cm en 2006 y la longitud en las
plantas con 25% de defoliacion aumentd un 7.3% de 32.8 cm en 2005 a 35.4% en 2006. El
efecto del tratamiento sobre la longitud de la inflorescencia fue significativo sélo en la especie
C. pinnatifrons. La longitud de las inflorescencias de las plantas sin defoliacion disminuy6
significativamente con respecto a la longitud en plantas con 25 y 50% de defoliacion (Tabla 2).
La longitud de las inflorescencias de las plantas sin defoliacion disminuy6 un 34%, de 41.3 cm
en 2005 a 27.2 cm en 2006. En tanto, la longitud se incrementd un 17.6% en plantas con 25% de
defoliacion y 7.1% en plantas con 50% de defoliacion. No obstante, la comparacion mediante
un analisis de ANOVA de dos factores (especie x tratamiento) de los datos correspondientes de
la longitud en el afio 2005, sefial6 un efecto significativo del tratamiento (F = 5.76, P = 0.050).
La longitud de las inflorescencias en plantas sin defoliacién fué significativamente mayor a la
de las plantas con 25 y 50% de defoliacién (14.6 y 18.6%, respectivamente).

La longitud de las raquilas producidas en el primer afio (2005) fué significativamente
menor (en un 0.9%) a la longitud del segundo afio (2006) (Tabla 2, Figura 4). El didmetro de las
flores Unicamente mostré variacion interespecifica (Tabla 1, Figura 5).

El anélisis de la produccion de frutos con un ANOVA de dos factores sefiald un efecto
significativo de la especie (F = 12.14, P < 0.0001) y de los tratamientos (F = 3.33, P = 0.0429).
Las comparacion de Tukey indica que el nimero de frutos amarrados resulté ser mas elevado en
C. ernesti-augusti, y no hay diferencias significativas entre C. alternans y C. pinnatifrons.
Asimismo, la cifra promedio de frutos cuajados para las plantas sin defoliacion de las tres
especies fue de 0.375 y para el tratamiento de defoliacion al 25% fue de 0.25. Esto es, las
plantas femeninas sin defoliacién produjeron significativamente mas frutos cuajados, 1.48

veces, que el tratamiento con 25% de defoliacion (Figura 6).
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Crecimiento

Al analizar los datos con un ANOVA de medidas repetidas se encontrd para el incremento en
altura del tallo, la tasa de produccion foliar y la produccién de biomasa total, un efecto
significativo del tiempo y solo la biomasa total mostré un efecto marginalmente significativo de
la interaccién tiempo x tratamiento (P = 0.051) y significativo para las interacciones tiempo x
especie (P =0.0019) y tiempo x sexo x tratamiento (P = 0.0132) (efectos dentro de sujetos)
(Tabla 3). La comparacion entre sujetos sefiala un efecto significativo de la especie, del sexo 'y
de la interaccion especie x sexo x tratamiento (Tabla 3).

La altura obtenida por todas las plantas en el afio 2005 fue de 0.082 cm/cm/afio y
disminuyd significativamente a 0.071 cm/cm/afio en al afio 2006, lo que representa una
disminucion del 13.2% (efectos dentro de sujetos) (Figura 7).

La tasa de produccion foliar obtenida en el afio 2005 aumento significativamente un
0.8% con relacion al afio 2006. La tasa de produccion foliar fue de 0.49 hojas/hoja/afio en el
2005 y aumenté a 0.50 hojas/hoja/afio en el 2006 (Figura 8) (efectos dentro de sujetos). La
produccion foliar a los dos afios mostrd un efecto significativo de la especie y el sexo (Tabla 3)
(efectos entre sujetos). Las tasas de produccion foliar entre especies varian en el siguiente
orden: C. alternans > C. pinnatifrons > C. ernesti-augusti. Las plantas masculinas de las tres
especies produjeron una mayor cantidad de hojas, 1.08 veces mas que todas las plantas
femeninas.

La produccion de biomasa alcanzé 0.25 g/g/afio en 2005 y descendi6 significativamente
a 0.18 g/g/afio durante el afio 2006, esto representa una disminucién del 28.3% (Figura 9).

Uno de los contrastes post-hoc para la interaccion tiempo x tratamiento fué significativo,
las plantas sin defoliacién mostraron una reduccién significativamente mayor en la produccion

de biomasa con respecto a las plantas con 50% de defoliacion (Tabla 4). La biomasa que fue
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producida en 2005 en plantas sin defoliacion fue de 0.26 g/g/afio y disminuy6 a 0.17 g/g/afio en
el afio 2006 (disminucion del 35.2%). Asimismo, las plantas con 50% de defoliacion produjeron
0.23 g/g/afio en 2005 y s6lo 0.18 g/g/afio (disminucién del 20.8%).

El analisis de contrastes post-hoc para la interaccidn tiempo x sexo x tratamiento para la
produccion de biomasa fue significativo para cinco comparaciones (Tabla 4). Las plantas
femeninas con 50% de defoliacién tuvieron una menor reduccion del 6% en la produccion de
biomasa y este porcentaje es significativamente menor con respecto a las plantas femeninas sin
defoliacion (reduccion del 37.3%), plantas masculinas sin defoliacién (reduccion del 33.1%),
plantas masculinas con 25% de defoliacion (reduccion del 28.7%) y plantas masculinas con
50% de defoliacion (reduccion del 30.6%). Asimismo las plantas sin defoliacion muestran
mayor disminucion de la produccién de biomasa con respecto a los dos grupos de plantas
femeninas con defoliacion (25 y 50%) (efectos dentro de sujetos, Tabla 4). Es interesante
comparar las diferencias en la biomasa producida por sexo y tratamiento para el afio 2005. La
biomasa producida por las plantas femeninas con 50% de defoliacién es 25-30% menor con
respecto al resto de las plantas.

El ANOVA factorial (especie x sexo x tratamiento) realizado Gnicamente para los datos
del 2005, mostré un efecto significativo de la interaccion sexo x tratamiento (F = 3.32, P =
0.0386). La comparacion de Tukey indico que en efecto, las plantas femeninas con 50% de
defoliacion produjeron menos biomasa con respecto a las plantas femeninas sin defoliacién,
masculinas con 25% y masculinas con 50% de defoliacion. Estas diferencias no se manifestaron
en el afio 2006.

La comparacion entre sujetos también detectd variacion interespecifica en el siguiente
gradiente: C. alternans > C. ernesti-augusti > C. pinnatifrons (Tabla 4). Asimismo, la

produccion de biomasa de todas las plantas masculinas fue 1.12 veces mas elevada a la de las
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plantas femeninas. Los contrastes post-hoc sobre la triple interaccidn especie x sexo x
tratamiento revel6 que las plantas femeninas de C. pinnatifrons con 25% de defoliacién
produjeron significativamente menos biomasa con respecto a las plantas femeninas sin
defoliacion. Igualmente, los dos tratamientos de defoliacién en las plantas femeninas de esta
misma especie, produjeron menos biomasa que las plantas femeninas sin defoliacion (Tabla 4,

Figura 9).
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Figura 1. Peso total de las inflorescencias masculinas producidas por las tres especies de
estudio, aplicando tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacion. Las lineas de las barras

indican el error estandar.
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Tabla 1. Andlisis de varianza de medidas repetidas del peso total, peso de la panicula, longitud total de las inflorescencias, longitud

promedio de las raquilas y diametro de las flores masculinas de C. alternans, C. ernesti-augusti y C. pinnatifrons.

Fuente de Peso total Peso de la panicula Longitud total Longitud de la Didmetro
variacion raquila

Dentro de F df F df F df F df F df
sujetos

Tiempo 32.63*** | 1 46 46.79*** | 146 0.18 1,45 | 52.97*** | 1,65 1.93 1,44
Tiempo x 19.61*** | 2,46 22.62*** | 246 0.21 2,45 | 20.29*** | 2,65 3.31* 2,44
Especie

Tiempo x 0.62 2,46 0.79 2,46 4.09* 2,45 1.17 3,65 0.24 2,44
Tratamiento

Tiempo x 0.69 4, 46 0.70 4, 46 3.14* 4,45 1.84 6, 65 0.77 4,44
Especie x

Tratamiento

Entre sujetos

Especie 37.09%** | 2,46 52.17*** | 2,46 | 141.67*** | 2,45 50.6*** 2,65 | 110.15*** | 2 44
Tratamiento 0.24 2,46 0.09 2,46 0.84 2,45 0.07 3,65 2.52 2,44
Especie x 2.59* 4,46 2.93* 4, 46 1.33 4,45 2.21% 6, 65 1.38 4,44

Tratamiento

*P<0.05, **P<0.001, P<0.0001. f Marginalmente significativo (P = 0.0533).
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Figura 2. Peso total de la panicula de las inflorescencias masculinas en las tres especies de
estudio, aplicando tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacion. Las lineas de las

barras indican el error estandar.
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Figura 3. Longitud de las inflorescencias masculinas en las tres especies de estudio,
aplicando tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacidn. Las lineas de las barras indican

el error estandar.
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Tabla 2. Tabla de contrastes post-hoc que resultaron significativas entre los tres

tratamientos de defoliacion para las estructuras reproductivas masculinas.

Variable Contraste Comparacion F g.l.
Dentro de
sujetos
Peso total de la Tiempo x especie | C. alternans vs. C. 30.04*** | 1,46
inflorescencia pinnatifrons
C. ernesti-augusti vs. C. 16.06** | 1,46
pinnatifrons
Peso de la Tiempo x especie | C. alternans vs. C.ernesti- 12.1** 1,46
panicula augusti
C. alternans vs. C. 14.16*** | 1, 46
pinnatifrons
C. ernesti-augusti vs. C. 14.25%* | 1,46
pinnatifrons
Longitud total de | Tiempo x Defoliacion 0% vs. defoliacion | 7.55* 1,45
la inflorescencia | tratamiento 25%
Tiempo x especie | C. pinnatifrons 0% vs. C. 1453** | 1,45
X tratamiento pinnatifrons 25%
C. pinnatifrons 0% vs. C. 5.94* 1,45
pinnatifrons 50%
Longitud de la Tiempo x especie | C. alternans vs. C.ernesti- 9.72* 1,65
raquila augusti
C. alternans vs. C. 40.12*** | 1, 65
pinnatifrons
C. ernesti-augusti vs. C. 13.22** | 1,65
pinnatifrons
Diametro Tiempo % especie | C. ernesti-augusti vs. C. 6.60* 1,44
pinnatifrons
Entre sujetos
Peso total de la Especie x C. alternans 50% vs. C. 6.38* 1,46
inflorescencia tratamiento alternans 0%
C. alternans 25% y 50% vs. C. | 7.78* 1,46
alternans 0%
Peso de la Especie x C. alternans 50% vs. C. 6.15* 1,46
panicula tratamiento alternans 0%
C. alternans 25% y 50% vs. C. | 6.29* 1,46

alternans 0%

76




20
18 1
€ 16 1 I I
L
© i
§- 14 N T T
© 12 A T L _— T
K L u
[0} 10 1
o
RS i
2
o 6
-
4 A
5
0
0 2550 0 25 50 0 25 50 0 2550 0 2550 0 2550
2005 2006 2005 2006 2005 2006
C. alternans C. ernesti-augusti C. pinnatifrons

Figura 4. Longitud promedio de las raquilas de las inflorescencias masculinas en las tres
especies de estudio. Se aplicaron tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacion. Las

lineas de las barras indican el error estandar.
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Figura 5. Diametro de las flores masculinas de las tres especies de estudio, en plantas con
aplicacion de tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacion. Las lineas de las barras

indican el error estandar.
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Figura 6. Proporcion de flores que formaron frutos (frutos amarrados) en tres especies de
Chamaedorea y aplicando tres tratamientos: 0%, 25% y 50% de defoliacién. Las lineas de

las barras indican el error estandar.
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Tabla 3. Andlisis de varianza de medidas repetidas de la tasa de incremento en altura del

tallo, tasa de produccion foliar y produccion de biomasa de las plantas masculinas y

femeninas de C. alternans, C. ernesti-augusti y C. pinnatifrons, con tratamientos de

defoliacion.

Altura Produccion Biomasa

tallo foliar total

Dentro de F df F df F df
sujetos
Tiempo 89.72*** | 1,164 9.09* 1,162 35.06*** | 1,164
Tiempo x 1.10 2,164 1.46 2,162 6.50* 2,164
especie
Tiempo x sexo 0.25 1,164 0.016 1,162 3.61 1,164
Tiempo x 2.1 2,164 0.29 2,162 2.12 2,164
especie X sexo
Tiempo x 1.27 2,164 0.26 2,162 3.037 2,164
tratamiento
Tiempo x 0.29 4,164 1.25 4,162 0.76 4,164
especie x
tratamiento
Tiempo x sexo 1.69 2,164 1.83 2,162 4.44* 2,164
x tratamiento
Tiempo x 1.04 4,164 0.62 4,162 0.92 4,164
especie x sexo
x tratamiento
Entre sujetos
Especie 12.24*** | 2,164 77.36%** 2,162 98.44*** | 2 164
Sexo 2.41 1,164 5.80* 1,162 6.76* 1,164
Especie x sexo 1.48 2,164 2.10 2,162 2.91 2,164
Tratamiento 0.55 2,164 0.30 2,162 0.85 2,164
Especie x 0.50 4,164 0.32 4,162 0.42 4,164
tratamiento
Sexo x 2.19 2,164 0.40 2,162 1.64 2,164
tratamiento
Especie x sexo 1.99 4,164 0.17 4,162 2.53* 4,164

x tratamiento

*P<0.05, **P<0.001, P<0.0001. T Diferencia marginalmente significativa (P = 0.051).
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Figura 7. Tasa de incremento en altura del tallo en los afios 2005 y 2006, en plantas

masculinas y femeninas de tres especies de Chamaedorea, aplicando tres tratamientos: 0%,

25% y 50% de defoliacién. Las lineas de las barras indican el error estandar.
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Figura 8. Tasa de produccion de hojas durante los afios 2005 y 2006, en plantas masculinas
y femeninas de tres especies de Chamaedorea, aplicando tres tratamientos: 0%, 25% y 50%

de defoliacién. Las lineas de las barras indican el error estandar.
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Tabla 5. Tabla de contrastes 0 comparaciones a priori que resultaron significativas entre los

tres tratamientos de defoliacion para la produccion de biomasa.

Variable Contraste Comparacion F g.l.
Dentro de
sujetos
Produccion de | Tiempo x C. alternans vs. C.ernesti-augusti 13** 1,164
biomasa especie
C. alternans vs. C. pinnatifrons 4.08* 1,164
Tiempo x Defoliacion 0% vs. defoliacion 5.75* 1,164
tratamiento 50%
Tiempo x sexo | Femenina 0% vs. femenina 50% 14.82** 1,164
x tratamiento
Femenina 50% vs. masculina 50% | 11.56** 1,164
Femenina 50% vs. masculina 25% 10.95* 1,164
Femenina 50% vs. masculina 0% 8.81* 1,164
Femenina 25% y Femenina 50% 8.68* 1,164
vs. Femenina 0%
Femenina 25% y Femenina 50% 8.83* 1,164
vs. masculina 25% masculina 50%
Entre sujetos
Produccion de | Especie C. alternans vs. C. ernesti-augusti | 113.7*** | 1, 164
biomasa
C. alternans vs. C. pinnatifrons 181.16*** | 1,164
C. pinnatifrons vs. C. ernesti- 6.55* 1,164
augusti
Produccion de | Especie x sexo | C. pinnatifrons femenina 0% vs. 5.29* 1,164
biomasa x tratamiento C. pinnatifrons femenina 25%
C. pinnatifrons femenina 0% vs. 5.30* 1,164

C. pinnatifrons femenina 25 y
50%%
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DISCUSION

La defoliacion repercutio negativamente en la formacion de estructuras reproductivas y
crecimiento de las plantas. El peso y la longitud de las inflorescencias masculinas
disminuyeron en plantas con 25y 50% de defoliacion. La proporcion de frutos cuajados
disminuyd con 25% de defoliacion. La produccion de biomasa se redujo en el primer afio
en las plantas femeninas con 50% de defoliacion, y en global para las plantas femeninas de
C. pinnatifrons con 25 y 50% de defoliacion.

Los estudios de defoliacion que se han realizado en diversos sistemas muestran que
la disminucion del area foliar afecta negativamente la produccion de estructuras
reproductivas. Lo anterior ha sido demostrado en Vicia sativa (Koptur et al., 1996), Piper
arieianum (Marquis, 1984), Rhaphanus raphanistrum (Strauss et al., 1996; Lehtila y
Strauss, 1999) y Erythroxylum havanenese (Dominguez y Dirzo, 1994), entre otras.
Asimismo, se ha encontrado que la defoliacion causa la reduccion del tamafio y nimero de
las flores (EImqvist y Gardfjell, 1988; Strauss et al., 1996; Lehtild y Strauss, 1999),
disminuye el nimero de frutos (Mendoza et al., 1987; Marquis, 1992) y se incrementa el
tiempo de maduracion de los frutos (Dominguez y Dirzo, 1994). En este estudio se
encontro que el dafio foliar reduce el peso y la longitud de la inflorescencia masculina. En
plantas femeninas la pérdida de area foliar al 25% reduce la proporcion de frutos cuajados.
Estos resultados coinciden con lo ya reportado por los trabajos arriba mencionados. No
obstante, un estudio de defoliacion se realizé previamente en C. alternans (Oyamay
Mendoza, 1990). Los autores contaron el nimero de inflorescencias que forman
infrutescencias, y encontraron que las plantas con defoliacion reducen el nimero de
inflorescencias que forman infrutescencias en comparacion con las plantas control. Aunque

los autores no consideraron el numero de frutos cuajados, el resultado que obtuvieron es
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semejante o equivalente a una disminucién del nimero de frutos cuajados y coincide con lo
que aqui se reporta. Oyama y Mendoza (1990) también cuantificaron la produccién de
frutos y encontraron un aumento del namero de frutos en el primer afio de defoliacién, no
obstante que no se conoce el nimero inicial de flores. A diferencia del estudio realizado por
Oyama y Mendoza, en este estudio se midio el numero de frutos cuajados, que nos podria
reflejar en mayor medida los efectos negativos de la pérdida foliar, por ejemplo, el aborto
de los frutos.

La longitud de las inflorescencias producidas en el afio 2005 fué significativamente
mayor en las plantas sin defoliacion. No obstante, el andlisis en el tiempo indica que la
longitud de las inflorescencias en las plantas sin defoliacion se redujo entre el afio 2005 al
afio 2006, con respecto a las plantas que tuvieron dafio foliar. Este resultado podria sugerir
que las plantas con defoliacion tuvieron un mejor desempefio en el tiempo. Sin embargo,
las diferencias entre tratamientos del afio 2005, posiblemente explican estas diferencias en
el tiempo. Asimismo, las plantas femeninas con 50% de defoliacion tuvieron una reduccién
significativa en su crecimiento en el afio 2005 con respecto a los otros tratamientos. Esta
diferencia se reflejé en las comparaciones en el tiempo, las plantas femeninas con 50% de
defoliacion mostraron una menor disminucion de la produccion de biomasa en el tiempo
con respecto a los otros tratamientos.

Es interesante resaltar la disminucién en la longitud, peso de las inflorescencias y
crecimiento vegetativo hacia el segundo afio de estudio en todos los tratamientos, es posible
que el efecto prolongado del insecticida tuviera un efecto negativo no solo en la produccion
de estructuras reproductivas, también en el crecimiento vegetativo. No obstante, los

resultados a nivel general sefialan un efecto negativo de la herbivoria en la produccién de
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estructuras reproductivas tanto femeninas como masculinas. EI crecimiento vegetativo fué
afectado principalmente en las plantas femeninas.

Los estudios que han comparado el desempefio de plantas masculinas y femeninas
en condiciones experimentales de defoliacion han mostrado que existe variacion entre los
sexos. En Silene dioica, las plantas femeninas tuvieron una mejor capacidad de regenerar el
tejido dafiado, aunque en ambos sexos se reduce el nimero de ramets (EImgqvist y Gardfjell,
1988). La defoliacion de los retofios de la especie Carex picta causa que solo las plantas
masculinas reduzcan su crecimiento. Carex picta es una planta particularmente distinta a
otras plantas dioicas, las plantas femeninas invierten pocos recursos a la reproduccion y los
autores del estudio argumentan que posiblemente esta sea la razon por la que la defoliacion
afecta solo a las plantas masculinas. En cambio, en la especie Salix sachalinenesis la
remocion de las yemas vegetativas causoé la reduccion en el didmetro de los brotes. La
reduccion fué mayor en las plantas femeninas que masculinas (Ueno et al., 2006). A
diferencia de los que sucede en la especie Carex picta, las plantas femeninas de Salix
sachalinenesis invierten una mayor cantidad de recursos a la reproduccion con respecto a
las plantas masculinas.

La asignacion de recursos a la reproduccién en las plantas femeninas de las tres
especies de este estudio es significativamente mayor que en las plantas masculinas.
Consecuentemente, la cantidad de recursos que las plantas femeninas tienen para crecer
esta limitada por la inversion hacia la produccion y maduracion de los frutos. Posiblemente,
estos conflictos de asignacion de recursos causaron la disminucion de la produccion de
biomasa en las plantas femeninas con defoliacion.

La asignacidn de recursos al crecimiento en las plantas masculinas aparentemente

no resulto afectada, pues tanto en condiciones naturales (Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010)
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como en los tratamientos de defoliacion, estas plantas mantuvieron una tasa de produccion
foliar elevada con respecto a las plantas femeninas.

La produccion de biomasa es un aspecto que tampoco habia sido estudiado por
Oyama y Mendoza. En el presente estudio no detectamos un cambio en altura o produccién
en el nimero de hojas, sin embargo, si detectamos un efecto de la defoliacion en la
produccion de biomasa, por lo tanto esta podria ser una variable importante. Las plantas
femeninas de la especie con menor tasa de produccion de biomasa, C. pinnatifrons,
tuvieron una disminucion significativa en la produccién de biomasa bajo condiciones de
defoliacion.

Los datos de este estudio muestran una disminucién del crecimiento en plantas
femeninas con 50% de defoliacién. Este resultado no fue consistente con lo que se ha
reportado para C. tepejilote (C. alternans) por Oyama y Mendoza (1990). Sin embargo, los
efectos negativos de la herbivoria sobre el crecimiento han sido documentados en otros
estudios. En la palma Astrocarium mexicanum la defoliacion experimental reduce el
numero de hojas (Mendoza et al., 1987). En Erythroxylum havanenese hay reduccion del
area basal (Dominguez y Dirzo, 1994) y en Piper arieianum la altura de la planta
disminuye (Marquis, 1984).

El crecimiento compensatorio ha sido revisado en Chamaedorea elegans. El analisis
de crecimiento revela que las plantas defoliadas asignan considerablemente mas biomasa a
la produccion de Iamina foliar que las plantas control, y esta asignacion la realizan a
expensas de la asignacién a otros érganos, particularmente a estructuras reproductivas
(Anten et al., 2003). Particularmente, en este estudio posiblemente la reduccion el tamafio

de las estructuras reproductivas en las plantas masculinas y la disminucion del nimero de

87



frutos cuajados en las plantas femeninas sea una consecuencia de la re-asignacion de
recursos hacia el crecimiento a expensas de la reproduccion.

Los resultados obtenidos sugieren que la defensa del tejido foliar podria ser un
aspecto fundamental en el éxito reproductivo de las plantas femeninas. La tasa de
crecimiento y la regeneracion de las plantas femeninas es comparativamente baja con
respecto a las plantas masculinas, y los datos muestran que la pérdida de tejido foliar resulta
en una disminucion en la produccion de frutos y con ello podia verse disminuida la
adecuacion. De esta forma, podemos explicar que la estrategia de las plantas femeninas es
de asignar una mayor cantidad de recursos a la elaboracién de compuestos secundarios con
respecto a las plantas masculinas. Por el contrario, la estrategia de las plantas masculinas es
producir un mayor numero de hojas (Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010). Ambas estrategias
podrian contribuir al éxito reproductivo de estas especies. También se puede concluir que el
gasto reproductivo esta determinando muchos aspectos de la estrategia de historia de vida

de los dos sexos.
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Crecimiento, defensa y herbivoria en
plantas pre-reproductivas de tres especies
simpatricas dioicas del genero

Chamaedorea



Crecimiento, defensa y herbivoria en plantas pre-reproductivas de tres especies

simpatricas dioicas del género Chamaedorea

La asignacion de recursos al crecimiento y la defensa; asi como la herbivoria de las
plantas pre-reproductivas ha sido poco explorada. La carencia de un método para identificar
el género en especies perennes en estadio anterior a la reproduccion ha dificultado este tipo
de estudios. En este trabajo analizamos la distribucion de frecuencias del crecimiento,
defensa y herbivoria de una muestra de 100 plantas en estado pre-reproductivo de tres
especies dioicas y simpétricas del género Chamaedorea. Los datos muestran una
distribucion unimodal del incremento en altura, incremento en biomasa, concentracion de
compuestos secundarios y herbivoria puntual de las tres especies estudiadas. La tasa de
herbivoria en C. alternans se comport6 de forma multimodal. Los resultados sugieren que
los conflictos de asignacion al crecimiento y defensa, asi como sus implicaciones en la
herbivoria, que se manifiestan en las plantas adultas, muy posiblemente no ocurren en

plantas que adn no inician la reproduccion.

INTRODUCCION

Las especies de plantas dioicas se caracterizan por tener individuos que Unicamente
producen flores estaminadas o masculinas en unas plantas, y flores pistiladas o femeninas
en otras. Las plantas femeninas asignan energia para la produccion de flores y maduracion
de los frutos, e invierten proporcionalmente una mayor cantidad de recursos en términos de
biomasa y nutrientes a la reproduccién (Bullock, 1984; Oyama y Dirzo, 1988; Popp y

Reinartz, 1988; Rocheleau y Houle, 2001; Turcotte y Houle, 2001; Obeso y Retuerto, 2002;
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Ueno et al., 2006). La separacién de las estructuras reproductivas masculinas y femeninas
en plantas independientes tiene costos y consecuencias en los patrones de asignacion de
recursos a la reproduccién (Lloyd y Webb, 1977), mantenimiento y crecimiento (capitulos
ly 2).

Los costos de la reproduccién han sido medidos en términos de una reduccion del
crecimiento, supervivencia y reproduccion futura (Obeso y Retuerto, 2002). Es esperable
que las plantas femeninas de especies dioicas incurran en un mayor costo en la
reproduccion y reduzcan su crecimiento, con relacion a las plantas masculinas. Algunas
especies dioicas han mostrado evidencias de este conflicto: las plantas femeninas tienen un
menor crecimiento en comparacion con las plantas masculinas (Boecklen et al., 1990; Jing
y Coley, 1990; Krischik y Denno, 1990; Obeso, 1997; Palomino, 2002; Montesinos et al.,
2006).

Ademas del conflicto reproduccion-crecimiento, otro mas podria presentarse: la
reduccién en el crecimiento esta acompafiada por una reduccion en la tasa de produccion
foliar y es esperable que para evitar la pérdida de tejido foliar, las hojas de las plantas
femeninas estén mejor defendidas contra los herbivoros, particularmente por compuestos
basados en carbono (Jing y Coley, 1990). Las plantas femeninas tienen una tasa de
produccion foliar mas baja. Esto, particularmente, ha sido comprobado en tres especies
simpatricas del género Chamaedorea (Oyama, 1990; Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010).
Especificamente, las plantas femeninas de las tres especies de palmas del género
Chamaedorea tienen una tasa de produccion foliar mas baja que la que presentan las
plantas masculinas. Ademas, la concentracion de compuestos secundarios (fenoles totales)

es mayor en las plantas femeninas que en plantas masculinas y como consecuencia, la tasa
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de acumulacién de dafio por herbivoria es mas alta en las plantas masculinas (Cepeda-
Cornejo y Dirzo, 2010).

Los conflictos de asignacion de recursos en plantas dioicas hasta ahora han sido
ampliamente documentados en organismos adultos reproductivos. Sin embargo, han sido
poco explorados en plantas juveniles o que, siendo adultas, no han comenzado la
reproduccion. Es concebible que los conflictos de asignacion de recursos comiencen
después del momento en que inicia la reproduccion, o bien que estos conflictos se
manifiesten antes de iniciarse la reproduccion. Esta dicotomia podria resolverse bajo el
siguiente raciocinio. La tasa de crecimiento, las concentraciones de metabolitos secundarios
y consecuentemente la herbivoria podrian diferir entre sexos en este estadio. Las
diferencias podrian ser en la misma direccion que ocurren en las plantas adultas o bien en
un sentido distinto. La inversion de recursos a la reproduccion es con frecuencia mayor en
las plantas femeninas con respecto a las plantas masculinas, y existe la posibilidad de que
las plantas femeninas capturen recursos y crezcan a una tasa superior a la de las plantas
masculinas en la etapa anterior a la reproduccién. De esta forma, al llegar el momento de la
reproduccion, las plantas femeninas podrian tener suficientes recursos almacenados para
destinar a la formacién de frutos y semillas. En tal caso, la tasa de crecimiento podria
diferir entre plantas masculinas y femeninas en la etapa pre-reproductiva. La estrategia de
historia de vida podria cambiar con la ontogenia, o bien, podria mantenerse constante
durante toda la vida de estas plantas. Por esta razon resulta interesante explorar el patron de
crecimiento, defensa y herbivoria en la etapa anterior a la reproduccién. La unimodalidad
en la distribucion de las variables asociadas al crecimiento, defensa y herbivoria podia

indicar que los conflictos de asignacion inician después de la reproduccion, en tanto que un

94



comportamiento bimodal o multimodal podria sugerir que los conflictos inician antes de la
primera reproduccion.

Las plantas masculinas y femeninas en estadio juvenil son morfolégicamente
iguales y no es facil o factible identificar el género. Algunos estudios en plantas dioicas que
incluyen a la plantas pre-reproductivas, son estudios sobre la estructura poblacional y edad
(Garcia y Antor, 1995), o bien contrastan los patrones de asignacion al crecimiento entre
plantas juveniles y pre-reproductivas con relacion a las plantas adultas (Ataroff y
Schwarzkopf, 1992; Ataroff y Schwarzkopf, 1994; Onate y Munne-Bosch, 2009). En
ambos casos no hay un conocimiento del género de las plantas pre-reproductivas.

Los dos estudios reportados en la literatura que comparan los patrones de asignacion
al crecimiento o defensa en plantas dioicas en estado pre-reproductivo se ha realizado con
esquejes o podando las yemas reproductivas (Ahman, 1997; Nicotra, 1999). Nicotra (1999),
comparo los patrones de asignacion al crecimiento en fase pre-reproductiva, entre plantas
masculinas y femeninas de Siparuna grandiflora. Las plantas pre-reproductivas masculinas
y femeninas fueron obtenidas de esquejes o cortes de plantas adultas masculinas y
femeninas, respectivamente. Las plantas femeninas pre-reproductivas produjeron tallos mas
altos y un mayor nimero de hojas que las plantas masculinas, bajo las mismas condiciones
luminicas. Ademas, las plantas masculinas producen hojas con mayor area foliar y aunque
las hembras producen mas hojas, no hay diferencias intersexuales en el area foliar total. Sin
embargo, en plantas adultas no hubo diferencias en el crecimiento del tallo o la produccién
de hojas. En Salix viminalis, Ahman (1997) estim¢ la defensa de las plantas y comparo las
tasas de ataque por hongos entre plantas masculinas y femeninas no-reproductivas. Las
plantas no-reproductivas fueron obtenidas al retirar las yemas reproductivas (identificando

el género por las estructuras florales). El ataque por hongos (Melampsora) fue mas severo
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en plantas femeninas que en masculinas cuando las plantas estan en un estado no-
reproductivo, y no hubo diferencias entre géneros en estado adulto. EI incremento en
biomasa no muestra diferencias entre sexos en plantas no-reproductivas. Practicamente no
hay estudios que aborden la asignacion de recursos en plantas de corta edad que no han
iniciado la formacion de estructuras reproductivas. Ello plantea la problemética de contar
con un método para conocer el género de las plantas que no han iniciado la reproduccion.
Hasta ahora, la identificacion del género en plantas dioicas depende de la produccion de
estructuras reproductivas o bien de la utilizacion de algin método disefiado para ello, como
la deteccion de cromosomas sexuales (Ciupercescu et al., 1990; Navajas-Pérez et al.,
2005), la utilizacion de marcadores moleculares (Khadka et al., 2002; Jamsari et al., 2004;
Eppley et al., 2009), diferencias en el contenido de ADN (Costich et al., 1991) o
diferencias en la actividad enzimatica (Meagher, 1988).

Los conflictos de asignacion de las plantas juveniles o pre-reproductivas son
practicamente imposibles de explorar sin un método que nos permita conocer el género de
estas plantas antes de que comience la reproduccion. Una alternativa que aqui se propone,
es realizar un andlisis de la distribucion de frecuencias de las variables en cuestion, en una
muestra grande de plantas de la misma poblacion para detectar la posible existencia de
clases modales indicativas de variacion intersexual. La prediccion es que las diferencias en
crecimiento, defensa y herbivoria se manifiestan a partir del inicio de la reproduccion y
estas diferencias intersexuales no se manifiestan en plantas juveniles o pre-reproductivas.
No obstante, es factible que las diferencias intersexuales se manifiesten desde los primeros
estadios en la direccion de las plantas adultas y que la reproduccion no sea el factor que
determine los patrones de asignacion de recursos al crecimiento y la defensa. La

distribucion de frecuencias se representa frecuentemente en la forma de un histograma y se
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utiliza para describir el comportamiento de un conjunto de datos. Su elaboracion requiere
del célculo de la amplitud de banda o ancho de intervalo. La amplitud de banda determina
el nimero de intervalos. Al utilizar pocos intervalos se eliminan detalles de la distribucion
mientras que numerosas clases resultan en estimaciones ruidosas (Salgado-Ugarte et al.,
2005).

La eleccion de la amplitud de banda es un aspecto relevante para analizar un
conjunto de datos. La regla mas famosa para determinar el nimero de intervalos para la
estimacioén de densidad del histograma fue propuesta por Sturges (Sturges, 1926). La
formulacién de Sturges se ha vuelto una guia y a menudo es utilizada como valor pre-
establecido en programas estadisticos, alin cuando en varios casos no es apropiada: esta
regla no es aplicable a datos con distribucién asimétrica, no Gaussiana o multimodal (Scott,
1992; Salgado-Ugarte, 2002).

Recientemente, los investigadores han desarrollado técnicas no parametricas para el
andlisis de la distribucion de los datos, como la estimacion de la “densidad”. Entre otros,
estd el método de Silverman (Silverman, 1981). Este método combina la estimacion de
densidad por kernel (EDK) con un procedimiento de prueba jerarquico o muestreo
repetitivo (bootstrap), siendo ambos métodos no paramétricos. Los estimadores de densidad
por kernel (EDKSs) resuelven el problema de discontinuidad de los histogramas, causado
por las esquinas cuadradas de las barras que los conforman, produciendo figuras
redondeadas en lugar de rectangulos (Salgado-Ugarte, 2002). Los analisis de datos
bioldgico-pesqueros han empleado los EDKSs con éxito, pues son de gran utilidad en el
estudio de tallas de peces para estudiar su crecimiento. En estos casos, una cohorte puede

estar definida por un componente 0 moda (Salgado-Ugarte et al., 2005).
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El comportamiento de las variables relacionadas al crecimiento, defensa y
herbivoria de plantas pre-reproductivas no ha sido explorado de manera conjunta en el
mismo sistema. La pregunta de este estudio es: ¢hay diferencias relacionadas al género en
las tasas de crecimiento, asignacion a metabolitos secundarios y herbivoria en plantas que
no han iniciado la reproduccién? Respondimos a esta pregunta determinando la
multimodalidad, por la prueba de Silverman, del crecimiento, metabolitos secundarios y
herbivoria en plantas pre-reproductivas de tres especies simpatricas del género

Chamaedorea.

METODOS
Especies y sitio de estudio
Tres especies de palmas dioicas y simpatricas del género Chamaedorea: C. alternans, C.
ernesti-augusti y C. pinnatifrons fueron seleccionadas. Las tres especies presentan un
gradiente de herbivoria en el sentido C. alternans > C. pinnatifrons > C. ernesti-augusti
(Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010). C. alternans y C. pinnatifrons son especies consumidas
por crisomélidos en fase larvaria y adulta (obs. pers.). El crecimiento, defensa y herbivoria
ha sido previamente investigado en plantas adultas de C. alternans (Oyama, 1990; Oyamay
Dirzo, 1991; Cepeda-Cornejo y Dirzo, 2010).

El estudio fue realizado en la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (18°34'-18°36' N,
95°04'-95°09' W, 150 m s.n.m.), que comprende una superficie total de 640 ha y esta
ubicada en la Sierra de Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz, México. La precipitacion y
temperatura promedio anual son 4700 mm y 23.4°C, respectivamente (Soto y Gama, 1997)

y la vegetacion dominante es la selva alta perennifolia (Gonzalez-Soriano et al., 1997).
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Seleccion de los organismos de estudio

Las plantas se seleccionaron en los alrededores de la Estacion y al azar, fueron 100 plantas
por especie en etapa juvenil y pre-reproductiva, ya establecidas. De acuerdo con Ataroff y
Schwarzkopf (1992) la plantas de Chamaedorea bartlingiana son separadas en a) juveniles:
desde la emergencia de la plantula, con una sola lamina bifida hasta la aparicion de las
hojas pinnadas con mas de tres foliolos, b) pre-reproductivas: desde la aparicion de la
primera hoja pinnada hasta el desarrollo de la primera yema reproductiva, y ¢) adultas:
desde el momento en que la yema axilar se desarrolla en yema reproductiva. Las plantas de
C. bartlingiana permanecen siete afios como juveniles y seis afios en la etapa de pre-
reproductivos. Las plantas seleccionadas en este estudio ya no eran plantulas, sino que
tenian al menos de dos a tres hojas, y en C. alternans y C. pinnatifrons las hojas ya tenian,
en su gran mayoria, divisiones en la lamina. En C. ernesti-augusti la lamina no se divide
nunca por lo que no se puede diferenciar entre estadio juvenil y pre-reproductivo. Sin
embargo, ninguna de las plantas habia iniciado la primera reproduccion por lo que el
género de ellas era desconocido. Las plantas de cada especie se seleccionaron a lo largo de
un transecto de aproximadamente 1 km de longitud y 20 m de ancho.

Marcaje de las plantas

Inicialmente, se marcé en cada una de las plantas, con pintura de esmalte, el metamero
(cada uno de los segmentos que conforman el tallo) ubicado en la region mas basal del
tallo. El didmetro basal de la planta fue medido en este metamero. EI metdmero apical de
mas reciente formacion, también fue marcado con pintura. Asimismo, se marco el peciolo
de todas las hojas en pie. Las hojas nuevas fueron marcadas cada seis meses con un color

diferente.
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Crecimiento

Al inicio del estudio se registro: 1) el diametro a la altura de la base sobre el metdmero mas
basal, 2) el diametro del tallo en la region apical, 3) la altura total del tallo (distancia
comprendida entre la regién mas basal y la zona de separacion de la yema foliar con la hoja
de mas reciente formacidn, o en su defecto cuando la yema no esta presente, es decir, la
zona de separacion entre la hoja de mas reciente formacion y la siguiente en la posicion de
la filotaxia; ésta incluye la zona de produccion foliar), 4) la altura parcial del tallo (la
distancia comprendida entre el metdmero més basal y hasta el metdmero de maés reciente
formacion), y 5) el nimero y la longitud de cada una de las hojas.

Después de un afio y un mes, se registré nuevamente cada una de estas cinco
variables. A partir de estos datos y de acuerdo con el analisis de crecimiento de Hunt
(1982), se calculo:
a) la tasa de incremento en altura parcial del tallo (IAP) como: 1AP = (In APsinai — In
APiniciar) / t, donde AP = altura parcial del tallo en cm y t = tiempo en afios. b) la tasa de
incremento en altura total del tallo (IAT) como: IAT = (In Asinai — In Ainiciar) / t, donde A =
altura total del tallo en cm. c) la tasa de crecimiento relativa en biomasa del tallo (CRT)
como: (In BTfina — In BTiniciar) / t, donde BT = biomasa del tallo en gramos (solo
metameros).
d) la tasa de produccion foliar (TPF) como: TPF = hojas producidas / (hojas iniciales / t).
e) produccion de biomasa total (PB) como: PB = biomasa producida en tallo y hojas /
(biomasa inicial / t).

El incremento en altura parcial del tallo en este estudio, resulta debido a la

formacion de nuevos metameros en la zona apical del tallo y ocurre por la aposicion de
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tejido en dicha zona. El incremento en altura total del tallo por su parte, incluye ademas del
crecimiento de los metameros, la zona de produccion foliar.

Estimacion de la biomasa por ecuaciones de regresion. La biomasa de las hojas y tallos
fue estimada por ecuaciones de regresion. Se colectaron entre seis y ocho plantas pre-
reproductivas por especie, separé las hojas y el tallo. La longitud y didmetro del tallo, asi
como la longitud de las hojas, fueron medidos en el material fresco. Posteriormente, las
estructuras fueron secadas a 60°C hasta peso constante y pesamos cada una de las
estructuras. A partir del peso seco y las mediciones de longitud y diametro, obtuvimos
ecuaciones de regresion (Tabla 1) para estimar la biomasa en peso seco de las plantas

marcadas en campo.

Defensa (metabolitos secundarios)

La concentracién de fenoles totales en el tejido foliar de trescientas plantas (100 por
especie) fue determinada. Un fragmento de tejido foliar fue colectado a partir de la hoja
extendida de mas reciente formacién. Cortar las hojas podria causar efectos negativos en el
crecimiento de las plantas, por esta razon, las plantas que se seleccionaron para esta prueba
fueron adicionales a las plantas previamente elegidas para estimar el crecimiento. El tejido
foliar fue transportado en nitrégeno liquido hasta el laboratorio donde fue leofilizado a 4°C
durante 20 h, para extraer el agua de los tejidos. El secado al vacio evita la oxidacion de los
fenoles que pudiera ocurrir con el secado a temperatura ambiente y en presencia de oxigeno
(Gartlan et al., 1980). Una fraccién de tejido (0.5 g) fue macerado en nitrégeno liquido en
un mortero. La extraccion de los compuestos fendlicos fue hecha en 80% metanol-agua por
24 h a 4°C. El método modificado por Price-Butler, modificado por Graham fue empleado

para evaluar la concentracion de fenoles totales (Waterman y Mole, 1994). La reaccion del

101



azul de Prusia fue medida a 700 nm en un espectrofotémetro UV-visible (Varian Inc,

Modelo Cary 50 Bio). La curva patron fue obtenida a partir de acido tanico.

Herbivoria

La herbivoria fue estimada mediante la magnitud instantanea de dafio (censo puntual) y por
la tasa de herbivoria.

Censo puntual. El dafio instantaneo fué estimado en 100 plantas juveniles de cada una de
las tres especies. Las plantas fueron seleccionadas al azar en septiembre de 2004 y son
independientes, es decir adicionales, a las plantas juveniles elegidas para estimar el
crecimiento. Estas plantas corresponden a las plantas empleadas para medir los metabolitos
secundarios. Se registrd la altura y nimero de hojas de cada planta. Colectamos al azar
cuatro pinas de la segunda (C. alternans) y tercera hoja (C. ernesti y C. pinnatifrons) en la
filotaxia de la planta. Las pinas fueron prensadas y secadas en una estufa a 60°C durante 48
h. Obtuvimos la imagen digital de cada pina y determinamos el &rea foliar dafiada en
porcentaje con el software WinDias ver. 2.0 (Delta-T Devices). La herbivoria foliar (H) se
define como el porcentaje de area foliar dafiada, y se calcula como: H = (AFP-AFR/AFP) x
100, donde AFP = érea foliar potencial o no dafiada, y AFR = &rea foliar remanente.

Tasa de herbivoria. La tasa de herbivoria fué determinada en las plantas juveniles
seleccionadas para medir el crecimiento. Seleccionamos cuatro pinnas sin dafio o con el
menor dafio posible de la primera hoja en la posicion de la filotaxia. En C. ernesti-augusti
fue necesario seleccionar las hojas uno y dos de la filotaxia. Delimitamos un area inicial en
forma cuadrada o rectangular (de entre 2-10 cm x 2-10 cm, dependiendo del tamario de la
pinna), mediante cuatro puntos de tinta indeleble (uno en cada vertice) situados en el

anverso de la hoja. El dafio inicial fue estimado en septiembre de 2004 situando una reticula
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transparente y punteada, con puntos equidistantes cada 2 mm. Para evitar extraer tejido
foliar de la planta, tomé fotografias digitales (Canon PowerShot S500, 5.0 megapixeles),
después de 211 dias (abril de 2005) y siempre anexando un escala en cm. En el laboratorio,
estas imagenes fueron analizadas empleando el software WinDias version 2.0 (Delta-T

Devices) para estimar la tasa de herbivoria en porcentaje de area foliar por dia.

Analisis estadisticos

Estimamos la densidad por kernel Gaussiano (EDK) del conjunto de datos correspondiente
a cada una de las variables de crecimiento (incremento en altura parcial y total, tasa de
crecimiento de biomasa relativa en tallo, produccién de biomasa total y tasa de produccién
foliar), defensa (metabolitos secundarios) y herbivoria (censo puntual y tasa de herbivoria).
La deteccién del namero de modas se realiz6 con la prueba para multimodalidad no-
paramétrica propuesta por Silverman (Silverman, 1981), y consistio en: 1) identificacion de
las bandas criticas compatibles con la hipétesis de un nimero de modas dado, 2) obtencion
de muestras “bootstrap” suavizadas para cada amplitud critica de banda (ultimo valor
compatible con cierto nimero de modas), 3) estimacion de las densidades correspondientes
para cada muestra bootstrap y 4) céalculo de la probabilidad estadistica (valor de P) para el
namero de modas como la fraccion resultante de contar las estimaciones que muestran mas
modas que el nimero indicado por la banda critica usada para dividirlas entre el nimero
total de repeticiones (muestras bootstrap) (Salgado-Ugarte et al., 1997). Todos los analisis
se realizaron con el software Stata (StataCorp vers. 9.1, Texas, EE.UU.). La prueba se
considera significativa cuando el valor de probabilidad es mayor o igual a 0.4. Las figuras
presentadas en los Resultados muestran la estimacion de la densidad por kernel convertida

a frecuencia.
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La tasa de herbivoria de C. pinnatifrons presentd algunos datos que se encuentran
fuera de los limites establecidos, Ilamados casos extraordinarios. Esto es, las observaciones
mas alla de 1.5 veces la dispersién del cuarto superior e inferior se consideran como casos
extraordinarios moderados; aquellas situadas mas alla de 3 veces la dispersion del cuarto
superior e inferior son casos extraordinarios acentuados (Salgado-Ugarte, 2011). Fué
necesario eliminar estos casos, debido a que después de ocho modas el valor de
probabilidad de la prueba de Silverman no alcanzé el 0.4. No obstante, en el grafico se
muestran todos los datos. De forma similar, la distribucion de los datos de herbivoria
puntual de C. ernesti-augusti, presentaron un caso extraordinario, la prueba se realiz6 con
todos los datos y sin el dato extraordinario.

Los datos de la tasa de produccion foliar no pudieron analizarse por la prueba de
multimodalidad de Silverman, pues son datos muy discretizados, basicamente el nimero de
modas (8) fue igual al nimero de cifras que se repetian en la muestra (8).

En aquellos casos en que la prueba de multimodalidad reveld la presencia de mas de
una moda se aplico el método de Battacharya (Salgado-Ugarte et al., 1994; Salgado-Ugarte
et al., 2005) para conocer el tamafio de cada componente. EI método de Battacharya esta
disefiado para estimar componentes Gaussianos bien separados en distribuciones mezcladas

(Salgado-Ugarte et al., 2005).

RESULTADOS
Crecimiento
La prueba de multimodalidad de Silverman resulté en una distribucion unimodal de la tasa

de incremento en altura parcial del tallo (IAP) en C. ernesti-augusti y C. pinnatifrons
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(Figura 1, Tabla 2). La prueba fue significativa para una distribucion con dos modas en C.
alternans; sin embargo, el procedimiento de Battacharya muestra que un gran porcentaje
(97%) de los datos se ubican en el primer componente 0 moda y el restante 3% corresponde
a la segunda moda (3 de 100 plantas). Un analisis exploratorio de los datos revela la
presencia de tres datos extraordinarios (datos que estan a mas de 1.5 veces la desviacion del
cuarto superior). Con la eliminacion de estos valores se obtiene una distribucién unimodal
significativa. Los valores promedio se muestran en la Tabla 4.

La tasa de incremento en altura total (1AT) del tallo mostré un distribucién de la
densidad por kernel significativamente unimodal en C. alternans y C. pinnatifrons. En C.
ernesti-augusti la distribucion fue trimodal. EI método de Bhattacharya (Salgado-Ugarte et
al. 1994) para caracterizar los componentes Gaussianos, indica que el tamafio del
componente 1 (la moda situada a la izquierda en la Figura 2, Tabla 2) corresponde al 16%
de los datos (15 de 93 plantas), el componente de mayor densidad contiene al 84% de los
datos (77 de 93) y el Gltimo componente, situado al extremo derecho, contiene al 1% de los
datos (1 de 93).

La tasa de crecimiento relativa en biomasa del tallo (TCRT) mostro tener una
distribucion de la densidad unimodal s6lo en C. pinnatifrons. En cambio, la distribucion fue
bimodal en C. alternans y C. ernesti-augusti (Figura 3, Tabla 2). EI método de
Bhattacharya muestra que la moda con menor densidad contiene a 9% de las plantas (9 de
100) en C. alternans, y 16.1% de las plantas (15 de 93) en C. ernesti-augusti.

La produccion de biomasa total (PB) que corresponde a la biomasa producida en
tallo y el total de las hojas producidas en el intervalo de tiempo que comprendid el estudio,
mostrd una distribucién unimodal en las tres especies (Figura 4, Tabla 2).

Metabolitos secundarios
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El estimador de densidad por kernel de la concentracion de fenoles totales en las tres
especies de estudio resulté en una distribucioén unimodal (Figura 5, Tabla 3).

Herbivoria

La estimacion de la densidad del porcentaje de area foliar consumida, medida en un censo
puntual (tasa instantanea) tiene una distribucion unimodal en C. alternans y C. pinnatifrons
(Figura 6, Tabla 3). El grueso de los datos de C. ernesti-augusti mostrd una distribucién de
cinco modas. El gréfico muestra que un gran porcentaje de los datos corresponde a un
componente. Un dato extraordinario tenia mas de 1.5 veces la dispersién del cuarto superior
(dato extraordinario), la prueba de Silverman se ejecuté nuevamente sin este Gnico dato con
lo que la distribucion resultante fue unimodal.

La tasa de herbivoria refleja mayor variacion en la distribucién de los datos. La prueba de
multimodalidad de Silverman revela la existencia de cuatro modas en la distribucion de
densidad de la acumulacion de dafio de C. alternans. La prueba de Battacharya indica que

uno de los componentes contiene a la mayoria de los datos (Figura 7, Tabla 3).
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Tabla 1. Modelos de regresion empleados para predecir la biomasa (gramos de peso seco) de las estructuras vegetativas. El peso de las

hojas es explicado por un modelo de segundo grado de la forma: Y = b, X 2 + byX + bo, donde Y es la variable dependiente (peso seco

en gramos) y X es la variable independiente (longitud de la hoja (cm)). El peso del tallo es explicado por un modelo lineal de la forma:

Y =Db; X + by, donde Y es la variable dependiente (peso seco en gramos) y X es la variable independiente (longitud (cm) x didmetro

(mm)); by, by y b, son constantes en la ecuacién. * 0.05 > P > 0.01, *** P < 0.0001.

Especie Estructura by b, boX* g.l. F R’
C. alternans Hoja -8.83846 | 0.20977 | 0.00162 x (X-75.8842)° | 2,35 | 592.2*** | 0.97
Tallo (fragmentos grandes) | -0.33425 | 0.0482 1,80 | 9503.9*** | 0.99
Tallo (fragmentos chicos) -0.03336 | 0.02847 1,58 | 830.3*** | 0.93
C. ernesti-augusti | Hoja -2.48394 | 0.16400 | 0.00176 x (X-29.8829)° | 2,38 | 184.2*** | 0.91
Tallo (fragmentos grandes) | -0.3260 | 0.04202 1,51 | 1052.4*** | 0.95
Tallo (fragmentos chicos) -0.01784 | 0.01966 1,10 9.66* 0.49
C. pinnatifrons Hoja -3.73923 | 0.13802 | 0.00227 x (X-46.2459)° | 2,34 | 87.4*** | 0.84
Tallo (fragmentos grandes) | -0.60003 | 0.04187 1,83 | 7751.8*** | 0.99
Tallo (fragmentos chicos) -0.02279 | 0.02531 1,38 | 196.2*** | 0.84
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Tabla 2. Amplitudes de banda critica utilizados en los estimadores de densidad kernel de

cuatro variables asociadas al crecimiento, en tres especies de Chamaedorea. Se indica el

nivel de significancia obtenido en cada prueba (P). IAP: Tasa de incremento en altura

parcial del tallo, IAT: Tasa de incremento en altura total del tallo, CRT: tasa de crecimiento

relativa en biomasa del tallo y PB produccion de biomasa total (tallo y hojas).

Especie Variable Ancho de Numero de P
banda critica modas

C. alternans IAP 0.0641 2 0.72
IAT 0.0115 1 0.65

CRT 0.081 2 0.40

PB 0.028 1 0.89

C. ernesti-augusti IAP 0.1119 1 0.74
IAT 0.0134 3 0.47

CRT 0.1437 2 0.59

PB 0.0555 1 0.86

C. pinnatifrons IAP 0.1161 1 0.72
IAT 0.02 1 0.93

CRT 0.1437 1 0.74

PB 0.0236 1 0.60
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Tabla 3. Amplitudes de banda critica utilizados en los estimadores de densidad kernel de

los datos de fenoles totales, herbivoria puntual y tasa de herbivoria en tres especies de

Chamaedorea. Se indica el nivel de significancia obtenido en cada prueba (P).

Especie Variable Ancho de NUmero de P
banda critica modas
C. alternans Fenoles 5.017 1 0.63
totales
Herbivoria 5.92 1 0.83
puntual
Tasa de 1.242 4 0.46
herbivoria
C. ernesti-augusti Fenoles 5.58 1 0.52
totales
Herbivoria 4471 1 0.51
puntual
C. pinnatifrons Fenoles 4.495 1 0.86
totales
Herbivoria 4,011 1 0.75
puntual
Tasa de 0.1321 1 0.65
herbivoria
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Tabla 4. Valores promedio de todo el conjunto de datos de las variables que se estimaron para medir crecimiento, defensa (produccion
de fenoles totales) y herbivoria. Las unidades corresponden a las de las figuras. IAP: Tasa de incremento en altura parcial del tallo,

IAT: Tasa de incremento en altura total del tallo, CRT: tasa de crecimiento relativa en biomasa del tallo y PB produccién de biomasa

total (tallo y hojas).

Crecimiento Fenoles totales | Herbivoria Tasa de
(x +E.E)) (x +E.E) puntual herbivoria
(x +E.E)) (x +E.E))
C. alternans IAP 0.30 £ 0.025 68 + 1.68 29.59 + 2.05 0.025 + 0.003

IAT 0.048 + 0.003
CRT 0.29 +£0.03
PB 0.18+£0.01

C. ernesti-augusti IAP 0.39 £ 0.04 4443 +1.18 6.71+£1.12
IAT 0.08 £+ 0.006
CRT 1.03+0.06
PB 0.36 £ 0.02

C. pinnatifrons IAP 0.5+0.05 58.79+1.75 9.31+1.14 | 0.0026 + 0.0007
IAT 0.08 + 0.006
CRT 0.49+0.05
PB 0.18 + 0.008
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Figura 1. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada

por la prueba de Silverman, para los datos de tasa de incremento en altura parcial del tallo
de tres especies del género Chamaedorea. La frecuencia esté suavizada.
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Figura 2. Estimacién de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada

por la prueba de Silverman, para los datos de tasa de incremento en altura total del tallo de
tres especies del género Chamaedorea. La frecuencia esta suavizada.
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Figura 3. Estimacidn de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada
por la prueba de Silverman, para los datos de tasa de produccion de biomasa en tallo de tres
especies del género Chamaedorea. La frecuencia esta suavizada.
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Figura 4. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada
por la prueba de Silverman, para los datos de tasa de produccion de biomasa total (tallo y
hojas) de tres especies del género Chamaedorea. La frecuencia esta suavizada.
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Figura 5. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada

por la prueba de Silverman, para los datos de concentracion de fenoles totales de tres
especies del géenero Chamaedorea. La frecuencia esta suavizada.
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Figura 6. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada
por la prueba de Silverman, para los datos de area foliar consumida en porcentaje en un
censo puntual para las tres especies de estudio. La frecuencia esta suavizada.
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Figura 7. Estimacion de densidad por kernel Gaussiano con la amplitud de banda indicada
por la prueba de Silverman, para los datos de tasa de herbivoria en porcentaje de area foliar
consumida por dia, para las tres especies de estudio. La frecuencia esta suavizada.
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DISCUSION

La prueba de multimodalidad de Silverman aplicada a los datos de tasa de incremento en
altura parcial (1AP), tasa de incremento en altura total (IAT) y tasa de crecimiento relativa
en biomasa del tallo (CRT) y produccién de biomasa, result6 ser significativa para una
moda en la mayoria de las comparaciones (8 de 12). En las comparaciones con dos y tres
modas, los componentes con menor densidad, presentan un porcentaje menor a 17
individuos.

Las proporciones sexuales Chamaedorea bartlingiana son equivalentes a 1:1 (51%
plantas femeninas, 49% plantas masculinas) (Ataroff y Schwarzkopf, 1994). Asimismo las
razones sexuales de C. alternans en campo no difieren significativamente de uno (Oyama,
1990), y las razones sexuales de C. pinnatifrons y C. ernesti-augusti también se acercan a
1:1 (R. Dirzo com. pers. y V. Cepeda obs. pers.). De acuerdo con esto, es factible pensar
que la proporcion de plantas en estadio juvenil y pre-reproductivo es también de 1:1.
Aunque no se descarta la posibilidad de que exista mortalidad diferencial que empate las
frecuencias. Sin embargo, si asumimos que las proporciones son 1:1, y si existe la
bimodalidad en las tasas de crecimiento y estas diferencias se presentan a semejanza de lo
que ocurre en plantas adultas, es decir, las plantas femeninas presentan una menor tasa de
crecimiento con respecto a las plantas masculinas, entonces se esperaria una distribucion de
la densidad del 50% de los datos en cada uno de los dos componentes. Esto no ocurrid.

Asimismo, las cuatro estimaciones de crecimiento en C. pinnatifrons mostraron una
distribucion unimodal de la densidad. Un total de 12 estimaciones fueron realizadas entre
las tres especies, ocho de las cuales fueron unimodales. La produccién de biomasa total (de

tallo y hojas) fue unimodal en las tres especies de estudio. Estos resultados sugieren que la

118



tendencia es que hay un crecimiento unimodal en el estadio juvenil o pre-reproductivo de
estas tres especies. Asimismo la concentracion de fenoles totales y la tasa instantanea de
herbivoria fue también unimodal en las tres especies.

Las comparaciones entre plantas adultas de las tres especies de estudio indican que
la tasa de incremento en altura del tallo y la tasa de produccion foliar de las plantas
masculinas es mayor con relacion a las plantas femeninas. La produccién de biomasa total
fue también significativamente mayor en plantas masculinas de C. ernesti-augusti y C.
pinnatifrons, no obstante que en C. alternans no hubo diferencias intersexuales (Cepeda-
Cornejo y Dirzo, 2010). Metodol6gicamente no fue posible analizar la tasa de produccion
foliar. Sin embargo, el resto de las variables relacionadas con el crecimiento, sugieren que
no hay diferencias intersexuales en el crecimiento de las plantas juveniles y pre-
reproductivas de las tres especies de Chamaedorea. Muy posiblemente, si las plantas pre-
reproductivas no invierten recursos a la reproduccién tampoco hay diferencias intersexuales
en el crecimiento y la produccién de metabolitos secundarios.

Los estudios en plantas pre-reproductivos son escasos, no obstante el estudio de
Nicotra (1999) reporta diferencias en el crecimiento entre plantas masculinas y femeninas
en estado no-reproductivo a pesar de que en las plantas adultas no hay diferencias
intersexuales. El autor sugiere que la capacidad de las plantas femeninas pre-reproductivas
para crecer mas rapido les permite compensar el gasto de la reproduccién cuando son
plantas adultas. En este estudio se detectaron dos 0 mas componentes en algunas de las
comparaciones (4 de 12, Tabla 2) asociadas a crecimiento y una posibilidad es que en los
casos en que se presentaron dos componentes las plantas femeninas se ubiquen en el

componente mayor. Un seguimiento en el tiempo de las plantas nos podria dar esta
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informacidn. Adicionalmente la variacion ambiental puede ser responsable del aumento o
disminucion en la tasa de crecimiento de algunos organismos de la poblacion.

La tasa instantanea de herbivoria fue unimodal en las tres especies. La tasa de
herbivoria fue también unimodal en C. pinnatifrons; sin embargo, resultaron cuatro
componentes en C. alternans, uno de ellos conformado por la mayoria de los datos (85.9%
de los datos). Posiblemente los otros tres componentes (14.1% de los datos) son explicados
por variacion ambiental o genética. Karban (1992) afirma que el genotipo de las plantas es
tan importante para las poblaciones de herbivoros como cualquier otro factor ambiental.
Ahman (1997) detecta diferencias intersexuales en el ataque por hongos en plantas no-
reproductivas. Nuevamente, un seguimiento de las plantas seleccionadas podria aportar mas
informacion.

En suma, los resultados encontrados sugieren que los conflictos de asignacion al
crecimiento y la defensa se manifiestan en las plantas adultas, a partir del inicio de la
reproduccion. Sin embargo, el estudio de los patrones de asignacion en plantas pre-
reproductivas esta limitado por la identificacion del género y es aconsejable continuar al
busqueda de metodologias préacticas para este fin. El empleo de metodologias como el
andlisis de densidad por Kernel (EDK) nos ofrece la posibilidad de explorar estos conflictos

en plantas pre-reproductivas.
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Intersexual comparison of DNA content by flow cytometry, and chromosome number
in four dioecious Chamaedorea palms from Mexico

Verdnica Cepeda-Cornejo, Guadalupe Palomino, Ignacio Méndez & Rodolfo Dirzo

SUMMARY

Flow cytometric analysis of DNA content was performed using nuclei isolated from young
leaves of male and female plants of four sympatric Chamaedorea species. Nuclear DNA
content distribution showed that more than 90 % of leaf nuclei were in the Go/G; fase of the
cell cycle. Nuclei with DNA content higher than 4C were not detected, indicating the
absence of endopolyploidy. All four species were diploids. C. tepejilote and C. alternans
with 2n =2x=32; x=16, displayed a 52% variation in 2C DNA content, which ranged from
5.95 pg in C. tepejilote to 12.34 pg in C. alternans. C. pinnatifrons and C. ernesti-augusti,
with 2n=2x=26; x=13 had 19%, had a range in 2C DNA content from 6.67 pg in C.
pinnatifrons to 8.26 pg in C. ernesti-augusti. DNA content did not vary significantly

between male and female plants.

INTRODUCTION

Dioecious plants have staminate flowers produced on male plants and pistillate
flowers on female ones. Gender identification in dioecious plants is typically done upon
evidence of reproductive structures. The lack of primary sexual characters, and the long time
it takes for many species to reach reproductive maturity, renders intersexual comparative
studies (e.g., sex-related variation in herbivory and defense) (Cepeda-Cornejo and Dirzo,
2010); difficult or even impossible when attempting such comparisons in plants at the pre-

reproductive stage, or when the plants are out of their reproductive season. This difficulty is
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particularly evident in the case of palms, which represent an important component of the
flora of tropical ecosystems (Henderson, 1995) and take a long time to reach sexual
maturity. Chamaedorea is a genus of neotropical palms that comprises 107 species
(Govaerts et al., 2006), all of them dioecious. For example, in C. alternans and C.
pinnatifrons age at first reproduction occurs not before 6 years undder greenhouse
conditions (V. Cepeda-Cornejo, unpub. data). Given this situation, methods that allow
gender identification at the pre-reproductive stage or in the non-reproductive period, should
facilitate studies on the biology of dioecious palms. Some possibilities to assess gender
identification include: 1) sex-related differences in karyotype (i.e., presence of sexual
chromosomes) (Ciupercescu et al., 1990; Navajas-Pérez et al., 2005), 2) differences in
nuclear DNA content between male and female plants (Costich et al., 1991), 3) molecular
markers (Khadka et al., 2002; Jamsari et al., 2004) and 4) intersexual differences in
enzymatic activity (e.g., peroxidase activity) (Meagher, 1988). Among these, nuclear DNA’s
C-value, defined as the DNA content in the unreplicated haploid or gametic nucleus of an
organism (Bennett et al., 2000), and genome size (or DNA content) are being widely used
and applied in a variety of fields (e.g., cell and molecular biology, ecology, evolution,
phytogeography, systematics, and conservation (Bennett and Leitch, 1995; Bennett et al.,
2000; Bennett and Leitch, 2005). In addition, flow cytometry has been used to compare
nuclear DNA content in both male and female plants of Silene latifolia (Melandrium album)
(Costich et al., 1991). In this species, a frequency-distribution histogram of nuclear DNA
content allows to distinguish different peaks of DNA content for male and female plants.
Such distinction of DNA peaks in this species is due to the presence of a pair of strongly

heteromorphic sex chromosomes (small X and large Y) (Ciupercescu et al., 1990; Costich et
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al., 1991; Dolezel and Géhde, 1995). Similarly, plants of Silene latifolia have 3.9% more
DNA than female plants (Meagher and Costich, 1994).

Sexual chromosomes have been found only in some dioecious species
(Charlesworth, 2002) of the orders Caryophyllales: Silene dioica (Ciupercescu et al., 1990),
Rumex sp. (Navajas-Peérez et al., 2005) and Phoenix dactylifera (Siljak-Yakovlev et al.,
1996). Among the order Arecales, to which palms belong, the dioecious Phoenix dactylifera
has been proven to have sex chromosomes of the XX/Y'Y type. Sex chromosomes in this
palm where detected using a staining method in which Chromomycin A3 differentially
stains heterochromatine from male and female cells. The nuclei of female meristem root
cells show two identical spots, while the two spots on male nuclei have different sizes. In a
male cell, one spot in one chromosome is about double the volume of the other one (Siljak-
Yakovlev et al., 1996).

DNA content has been reported in the database of the Royal Kew Botanical Gardens
(2006) in only six species of Chamaedorea: C. oblongata, C. woodsoniana, C. klotzschiana,
C. pinnatifrons, C. sp. and C. tenella and yet in no case has the content been repoted
separately for male and female plants. Chromosome number has been given for 22 species
of Chamaedorea (Uhl and Dransfield, 1987; Roser et al., 1997), including C. alternans n =
16: (Read, 1966; Uhl and Dransfield, 1987), C. ernesti-auguisti (Read, 1963; Uhl and
Dransfield, 1987; Roser, 1994), and C. pinnatifrons n = 13 (Rgser et al., 1997), while in C.
tepejilote two chromosome numbers have been reported n = 13 and n =16 (Uhl and
Dransfield, 1987).

Palms in the genus Chamaedorea are of considerable economic (Hodel, 1992;
Current, 2002) and ecological (Oyama and Dirzo, 1991; Cepeda-Cornejo and Dirzo, 2010;

Sanchez-Ramos et al., 2010) importance. In this study we aim at not only contributing to the
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knowlewdge of both DNA content and cromosome number in plams, but at exploring the
possibility of identifying the sex of individual plants, as a basis for ecological studies
directed to assess the ecological consequences of dioecy in palms (Cepeda-Cornejo and
Dirzo, 2010). The specific objetive of this study is to analyze DNA content in male and
female plants in four sympatric, dioecious species of Chamaedorea using the method of
flow cytometry. Flow cytometry has been used to compare nuclear DNA content in both
male and female plants of dioecious species. Also we analyze chromosome number of this

four species.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Four species of Chamaedorea were selected for this study: C. tepejilote Liebm,
Chamaedorea pinnatifrons (Jacq.) Oerst., C. ernesti-augusti H. Wendl. and Chamaedorea
alternans H. Wendl.

All voucher specimens were deposited at the National Herbarium of Mexico
(MEXU): C. alternans female plant VCC-1 1307170 MEXU!, C. alternans male plant
VCC-2 1307161 MEXU!, C. ernesti-augusti female plant VCC-7 1307164 MEXU!, C.
ernesti-augusti male plant VCC-8 1307165 MEXU!, C. pinnatifrons female plant VCC-5
1307166 MEXU!, C. pinnatifrons male plant VCC-6 1307158 MEXU!, C. tepejilote female
plant VCC-3 1307172 MEXU!, C. tepejilote male plant VCC-4 1307167 MEXU!

Seeds and leaves of each species were collected from plants naturally growing at the
Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, a field station of the Instituto de Biologia,
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (18°34'-18°36'N, 95°04'-95°09" W),

in the state of Veracruz, Mexico. The predominant vegetation of this area is tropical rain
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forest, with emergent trees reaching over 30 m in heigth, and an understory dominated by
palms, mainly Astrocaryum mexicanum, and six species of Chamaedorea, along with
several understory trees (particularly in the Rubiaceae), and the juvenile plants of many trees
and some herbaceous species. Details of the natural history of this forest are given in
Gonzalez-Soriano and colaborators (1997).

Mitotic chromosome counts

For the observation of chromosome number (2n) of the study species, mitotic cells at
metafase from six to eight plants of each species were analyzed. Seeds of four Chamaedorea
species were germinated and cultivated in medium growth Metro-Mix® 200 (Sun Gro
Horticulture) to 25°C. Plants were grown in a growth chamber (Conviron G30) under a 12 h
light/12 h dark photopheriod. Elongating meristems of secondary roots between 1 to 1.5 cm
were collected from seedlings of Chamaedorea species and placed in a solution of 8-
hydroxyquinoleine 0.002 M for 5 hr at 18°C in darkness. Root tips of C. ernesti-augusti and
C. tepejilote were placed in a saturated solution of 1-Bromonaphthalene for 24 h at 4°C in
darkness. Later, the root tips were fixed in fresh Farmer solution 3:1 (V/V) ethanol-glacial
acetic acid at least 24 h. Root tips of C. ernesti-augusti, C. pinnatifrons and C. tepejilote
were hydrolyzed in 1N HCI at 60°C for 15 min and were stained in Feulgen reagent for 30
min (Palomino and Hermilo, 1992). Slides were prepared using the squash technique, and
the cells with clearly defined chromosomes were frozen with dry ice (Conger and Fairchield,
1953). Root tips of C. alternans were prepared by the splash method (Tapia-Pastrana and
Mercado-Ruaro, 2001). Slides were frozen and mounted in Canada balsam. Ten to 16 of the
cells in mitotic metaphase of each species were analyzed in an optical Carl Zeiss
microscope. The cells for each species were photographed with Technical Pan Film using a

Zeiss photomicroscope 11 and a digital camera (AxioCam ICc 1, Zeiss), using software
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AxioVision Release 4.7 (05-2008). A negative film or digital photographs was used to count
the chromosomes.
Estimation of nuclear DNA content
Four to seven adult plants from each sex for each species were selected in the field. The
most young leave completely developed (in position one in the phyllotaxis) was collected,
transported at 4°C until laboratory and kept refrigerated until its analysis. In all cases three
replicates for each individual plant were analyzed. Zea mays L. cv. CE-777, 2C DNA =
5.433 (Dolezel et al., 1998a; Dolezel et al., 2007) was used for estimation of genome size in
C. pinnatifrons and C. ernesti-augusti. Pisum sativum L. cv. Ctirad, 2C DNA = 9.09 pg
(Dolezel et al., 1998a; Dolezel et al., 2007) was used for estimation of genome size in C.
alternans and C. tepejilote. Suspensions of intact nuclei were prepared according to Otto
(1990) and Palomino et al. (1999) with some modifications, as described by Dolezel and
Gohde (1995). Briefly, 15-30 mg of palm leaf tissue and 10-20 mg of corresponding internal
standard plant (Zea mays or Pisum sativum) were simultaneously chopped with a razor blade
in a Petri dish containing 1 ml of 0.1 M citric acid and 0.5% Tween 20. Chopped material
was filtered through a 50-um nylon mesh and incubated for 10 min at room temperature.
The nuclei in the filtrate were then pelleted by centrifugation (90 g x 3 min), suspendend in
1 ml of the citric acid/Tween 20 solution and incubated for 10 min at room temperature.
Subsequent to this, 2 ml of 0.4 M Na,HPO, was added and suspension was supplemented
with 125 ul of propidium iodide and RNase to a final concentration of 50 ug/ml and
analyzed by flow cytometry as follows.

The flow cytometric estimation of nuclear DNA content was performed using Partec

CA Il flow cytometer (Partec GmbH Minster, Germany). Nuclei isolated from chicken red
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blood cells were used to align the flow cytometer, checking its linearity by comparing peak
position of single nuclei and nuclei clumps (doubles, triplets, et.) (Galbraith et al., 1998). At
least 10,000 nuclei were analyzed in each sample. Peak means, areas and coefficients of
variation were calculated using DPAC software (Partec). Coefficients of variation were less
than 5% assuring accurate measurements (Dolezel, 1997). Nuclear genome size was then

calculated according to the formula:

Palm species Go/G: peak mean
Internal standard Go/G1 peak mean

Palm species 2C nuclear DNA content (pg) = x 2C DNA content internal standard (pg)

where Go/G; correspond to the phase of the cell cycle with non-duplicated chromosomes

and 1 picogram (pg) = 978 megabase pairs (Dolezel et al., 2007).

Statistical analysis

DNA content. Differences in 2C DNA content in pg (1 pg = 978 megabase pairs; Dolezel et
al., 2007) of male and female plants of the four species of Chamaedorea were analyzed with
a complete nested unbalanced analysis of variance (ANOVA). In this analysis individual
plant was nested within sex x species factors. Individuals were considered as random factor
(Zar, 1996; Kuehl, 2003). The first level of analysis corresponded to the species, the second
level to male or female of plants, the third level to individuals within species and the fourth
corresponded to repetitions within individual plant [4 species x 2 sexs x 4 - 7 individuals
(replicates) x 3 repetitions]. Additionally, restricted maximum likelihood estimation
(REML) was applied to data analysis. The normality of residuals was assessed using the
Shapiro-Wilk test (W = 0.9708, P = 0.1127) and variance homogeneity was assessed with

Bartlett test (F = 0.1092, P = 0.7410). When a significant effect was detected, a Tukey test
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was applied. All statistical analyses were peformed using SAS version 7.0 software (2007

SAS, Institute Inc., Cary, North Carolina).

RESULTS
Chromosome number. We observed two different chromosome numbers among the four
study species. In C. pinnatifrons and C. ernesti-augusti the diploid chromosome number was
2n = 2x = 26, x = 13. In C. tepejilote and C. alternans the corresponding number was 2n =
2x =32, x = 16 (Figure 1).

We detected the presence of a heteromorphic pair in C. alternans, as shown in figure
1, panel D (see asterisk). In total, there are 15 large chromosomes. Although such
heeromphic pair is clearly different from the rest, it is not posible to ascertain whether this
represents a sexual pair.
Nuclear DNA content. Nuclear 2C DNA or genome size varied significantly among species
(P <0.0001, Tables 1 and 2), and shows a gradient in the direction: C. tepejilote (5.95 pg) <
C. pinnatifrons (6.67 pg) < C. ernesti-augustii (8.26 pg) < C. alternans (12.34 pg) (Table 1,
Figures 2 and 3). The picogram DNA amount was 52% higher in C. alternans as compared
to C. tepejilote (P = 0.0008), indicating a 2.07 greater DNA content. C. ernesti-augusti has a
19% higher DNA content compared to C. pinnatifrons, equivalent to a 1.24 difference (P <
0.0001). The range of genome size among the species was 2C = 5.95 pg (2909 Mpb) in C.
tepejilote, to 2C = 12. 34 pg (6036 Mpb) in C. alternans (Table 1).

DNA content, as determined by mean peak frequency (Figure 2) showed that male
and female plants do not differ significantly in the amount of DNA (P = 0.1740) (Table 2).

The interaction species x sex was not significant either (P = 0.2997).
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Table 1. Nuclear DNA content and genome size in male and female plants of four species of Chamaedorea. Same letters indicate no

statistical difference using o = 0.05, with ANOVA P < 0.0001. 1 picogram (pg) = 978 megabase pairs (Mbp) (Dolezel et al., 2007).

Species 2n | Number of plants 2C nuclear DNA content (pg) (x* S.E.) Tukey’s | 1Cy Genome
(male, female) grouping size (Mbp)
Male Female Species
C. ernesti-augusti 26 4,5 8.260+0.10 | 8.259+0.04 8.259 + 0.05 C 4039
C. pinnatifrons 26 54 6.695+ 0.07 | 6.630 £ 0.06 6.666 + 0.05 b 3260
C. alternans 32 6, 7 12.184+0.09 | 12478 £0.17 | 12.343 +.011 d 6036
C. tepejilote 32 4,5 5.840+0.06 | 6.034 +0.05 5.948 + 0.05 a 2909
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Table 2. Results of analysis of variance for nuclear DNA content in C. ernesti-augusti, C.

pinnatifrons, C. alternans and C. tepejilote.

Source d.f. Sum of F P
Squares

Species 3,32 102.87 1693.99 <.0001

Sex 1,32 0.039 1.93 0.1740

Species x Sex 3, 32 0.077 1.27 0.2997
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Figure 1. Somatic chromosomes of A) C. ernesti-augusti 2n= 2x= 26, B) C. pinnatifrons
2n=2x= 26, C) C. tepejilote 2n = 2x = 32, and D) C. alternans 2n = 2x = 32. The bar on

each panel represents the scale of the photo (=10 um.) *Heteromorphic homologous pair.
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Figure 2
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Figure 2. Histograms of fluorescence intensity using flow cytometry analysis of isolated
nuclei of Chamaedorea spp. and internal standard plant. A) Male plant of C. tepejilote, with
peak 1 representing G1-Go nuclei of palm; peaks 2 and 3 represent G1-Go and G, nuclei of
Pisum sativum. B) Male plant of C. pinnatifrons, with peaks 1 and 3 representing G1-Go and
G, nuclei of Zea mays; peak 2 representing G;-Go nuclei of palm. C) Female plant of C.
ernesti-augustii, with peaks 1 and 3 representing G1-Go and G nuclei of Zea mays, peak 2
represent G;-Go nuclei of palm. D) Female plant of C. alternans, with peak 1 representing
G1-Gop nuclei of P. sativum, peak 2 representing G; nuclei of palm. E) Peaks 1 and 2
representing Gi1-Go and G; nuclei of both male and female plants of C. pinnatifrons. F)
Peaks 1 and 2 representing G;-Go and G, nuclei of both male and female plants of C.

alternans.
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Figure 3. Histograms of fluorescence intensity using flow cytometric analysis of nuclei
isolated from leaf tissue of four Chamaedorea species without internal standard plant. Peak
1 representing G1-Go nuclei of C. tepejilote, peak 2 representing G;-G, nuclei of C.
pinnatifrons, peak 3 representing G;-Go nuclei of C. ernesti-augusti and peak 4 representing

G1-Gg nuclei of C. alternans.
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DISCUSSION

We found two distinct chromosome numbers (26, and 32) in the studied Chamaedorea
species. Similarly, DNA content differed among species but we did not detect inersexual
differences.

The chromosome numers we found coincide with those reported previously (Uhl and
Dransfield, 1987). Although two chromosome numbers have been reported for C. tepejilote
(n=13 and n=16), in this study we only found one, n = 16. The Arecaceae family is known
to be polybasic, that is, it includes genera and species with chromosome numbers that range
from x = 13 to 18. The chromosome numbers we found in this study fall within this range.
Some researchers consider that n = 18 is probaly the ancestral number in palms (Moore and
Uhl, 1973; Uhl and Dransfield, 1987).

Frequently, the same chromosme number is reported for a set of species belonging to
the same genus, as is the case of x=30 (or multiples of this in the case of polyploids) are
characteristic of the Agavaceae (Palomino et al., 2008). However, different numbers have
also been reported for species belonging to the same genus. For instance, in Crotalaria
(Fabaceae) chromosme numbers of 2n = 16, 14 and 32 (with basic numbers x = 7 and x = 8)
have been reported (Palomino and VVazquez, 1991). Likewise, in particular case of the
Arecaceae several genera are reported with distinct chromosome numbers, including, for
example, Ravenea, with 2n =30 and 2n = 32 (Roser et al., 1997), Calamus with 2n = 26
and 28, and Raphia with 2n= 28 and 32 (Uhl and Dransfield, 1987). In the case of
Chamaedorea chromosome numbers 2n = 26 have been reported in 19 species and 2n = 32
in five species (Uhl and Dransfield, 1987). Therefore, Chamaedorea can be considered to be

a dibasic genus, with x = 13y 16.
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More detailed studies are needed to ascertain the mechanism by which two
chromosome numbers originated in Chamaedorea. Changes in chromosome number
originated by reduction or increase in chromosome number (dysploidy), can arise via
aneuploidy due to Robertsonian fusion, centric fission or various types of tandem fusion
(Guerra, 2008). Reduction of chromosome numbers may be due to repeated reciprocal
translocations of unequal chromosome segments from metacentrics to the long arms of
subtelocentrics and telocentrics, combined with the subsequent loss of remaining centric
fragments (Roser, 1995). Although chromosome number typically occurs by polyploidy, this
is rare in Arecaceae, with the sole exception of Voanioala gerardii, with a remarkable
minimum of 596 chromosomes (Johnson et al., 1989).

Here we report the C value for four species of Chamaedorea, of which only that of
C. pinnatifrons was known. The C value reported by Roéser et al. (1997) C. pinnatifrons (2C
= 8.9 pg) does not coincide with the one reported here (2n = 6.66 pg). It is conceivable that,
given the active, recent taxonomic revisions of Chamaedorea, the taxon analyzed by Rdser
is a different one from the one we studied. Roser et al. (1997) used microdensitometry with
Feulgen for their DNA quatification, however such a method is equally effective to flow
cytometry (Dolezel et al., 1998b).

The range of variation of DNA content in the studied species was from 5.95 pg in C.
tepejilote, to 12.34 pg in C. alternans. the 2C DNA value had been reported only for six
species of Chamaedorea, out of the 107 species studied by Govaerts et al. (2006), and the
range they reported was 8.16 a 10.10 pg. Thus their range is broadenend with the data we
report here.

Regarding intersexual differences, these were not evident in the group of taxa we

studied. The difference in DNA content in C. alternans was 0.294 pg (2.36%) greater in
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female plants, although such a difference could be due exclussively to the heteromorphic
pair. Nevertheless, the difference was not statistically significant and not distinguishable by
cytometry. Similarly, intersexual difference in C. tepejilote was 0.194 pg (3.32%) greater in
female plants. In contrast, in Silene latifolia the observed intersexual difference is of similar
magnitude and statistically significant but the value is greater in male plants (Costich et al.,
1991).

Intersexual differences tend to be evident when sexual chromosomes of large size are
present. However, such large chromosomes were not evident in the four species of
Chamaedorea studied here (Cepeda-Cornejo et al., in prep.).

Dolezel and Gohde (1995) found a distinct separation of DNA spikes from a male
and a female plant of Silene latifolia when these were analyzed simultaneously. Such
intersexual difference and the DNA spike separation of the male and female plants can
probably be explained by the presence of heteromorphic chromosmes. Given that in this
study were not able to obtain karyotypes of male and female plants we cannot define
whether there are sex chromosomes in this set of species. The chromosome set of C.
alternans presents a heteromorphic pair (Cepeda-Cornejo et al., in prep.), yet we are unable
to discern if this corresponds to a heteromorphic sex pair. The presence of sex chromosomes
must be determined via the assessment of meiotic configurations in both sexes (Meagher,
1988). Similarly, the presence of heteromorphic pairs has been noted in species that are not
dioecious (Palomino and Hermilo, 1992). It is worth noting that although the sexual identity
of the plants used for the chromosome count is not known, in no case did we detect a pair
with a markedly greater size among the chromosome set, as has been the case of case of
species that have a sexual pair such as Melandrium album, (Ciupercescu et al., 1990).

Nevertheless, this does not necessarily negate the possibility that a sexual pair may exist in
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the taxa we studied and it woould be of interest to explore in greater detail the karyotypes of
male and female plants using other techniques (for instance, selective staining of repeated
sequences of DNA in chromosmes using Chromomycin A3). Sexual determination in plants
does not occur only via sex chromosomes. In Chamaedorea the mechanism of sex
determiantion has not been elucidated. Furthermore, sexual determination in dioecious
species is also known to be influenced by environmental factors (Meagher, 1988).

On the other hand, the interspecific differences in DNA quantity were very evident
among the studied taxa. C. tepejilote presented the lowest DNA content while C. alternans
the highest. Interspecific variation seems to be related to a number of phenotypic
characteristics at the nuclear, cell tissue and organ levels (Bennett, 1987; Bennett et al.,
2000). The observed variation in the C value seems to be correlated with the volume or
length of chromosomes, the minimum duration of the mitotic cell cycle, the duration of
meiosis, and minimum generation time (Bennett and Leitch, 1995). Among the studied
species, C. tepejilote presents short chromosomes and the lowest C value. In contrast, C.
alternans presents the longest chromosomes (Cepeda-Cornejo et al., in prep.), and the
highest DNA content. The observed differences in the amount of DNA could be related to
growth rate of the species. C. alternans, C. pinnatifrons and C. ernesti-augusti show
significant contrasts in several growth metrics, including total height increment, leaf
production rate and net biomass production (Cepeda-Cornejo and Dirzo, 2010). In addition,
Bennett et al. (2000) suggest that C value frequently decreases over time. It is posible that
C. tepejilote might have had changes in its karyotype and that such chromosomic re-
arrangements led to a reduction in its genome.

It is useful to note the differences in DNA content and chromosome length between

C. alternans and C. tepejilote (Figure 1). Although both species have the same chromosome
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number (2n = 32), C. alternans has 2.07 times greater DNA content (pg) and 2.06 times a
greater genome size (um) than C. tepejilote (Cepeda-Cornejo et al., in prep.). Indeed, both
species are morphologically similar (although with contrasting phenologies) and had been
classified as a single taxon until 1987. Subsequently, Quero (1984) finally established that it
is in fact a group of two species. Nevertheless, the definition of these species has been
controversial. Bacon y Donovan (2006) analyzed the genotype of 44 samples of C. alternans
and C. tepejilote, using AFLP markers. Their UPGMA clustered in a clade the samples of C.
alternans while those of C. tepejilote were grouped in a different clade. These results are

consistent with those we report here.
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DISCUSION GENERAL

El dimorfismo sexual en plantas dioicas y adultas ha sido ampliamente estudiado (Lloyd y
Webb, 1977; Obeso, 2002; Obeso y Retuerto, 2002). En este estudio, los resultados
sugieren que dimorfismo que existe en los patrones de asignacion a la reproduccion entre
las plantas masculinas y femeninas de las especies de estudio, generan diferencias muy
marcadas en los patrones de asignacion de recursos al crecimiento y la defensa.

Las plantas masculinas y femeninas de las especies de estudio adoptan distintas
estrategias de vida. Por una parte, las plantas masculinas invierten una menor cantidad de
biomasa a la reproduccion y esto les permite tener una tasa de crecimiento més acelerada. A
diferencia de las plantas femeninas que destinan mas recursos a la reproduccion, lo que
limita su tasa de crecimiento. Ante la limitacion de recursos disponibles para crecer, las
plantas femeninas destinan una mayor cantidad de recursos para proteger su follaje en
relacion a lo que destinan las plantas masculinas. Consecuentemente, las hojas con una alta
concentracion de compuestos secundarios resultaron mejor defendidas y fueron menos
consumidas por los herbivoros. Es decir, las plantas masculinas emplean una estrategia de
vida muy diferente a la estrategia de vida utilizada por las plantas femeninas.

Se han propuesto varias teorias para explicar los patrones de defensa y herbivoria en
la naturaleza, incluyendo la hipétesis de la apariencia (Feeny, 1976), de la disponibilidad de
recursos (Coley et al., 1985), la hipétesis del vigor (Price, 1991), la hipétesis del balance
Carbono-Nutrientes (Bryant et al., 1983) y la hipotesis de la diferenciacion-crecimiento
(Herms y Mattson, 1992).

Recientemente la hipétesis de la disponibilidad de los recursos fue puesta a prueba

en un meta-analisis de 50 estudios que examinan el crecimiento, la defensa y la herbivoria.
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Los resultados confirmaron la antigua teoria, las especies adaptadas a ambientes pobres en
recursos crecen mas lentamente, invierten mas en defensas constitutivas (metabolitos
secundarios de alto peso molecular) y presentan una menor herbivoria que las especies que
crecen en ambientes con abundancia de recursos (Endara y Coley, 2011). En este estudio
solamente hicimos comparaciones entre sexos de una misma especie. Sin embargo, son
evidentes las diferencias intersexuales en crecimiento, defensa y herbivoria en la direccion
interespecifica que Coley y colaboradores (1985) proponen. Los patrones de defensa
intersexual con una teoria que fue desarrollada para especies de forma de vida contrastante
son consistentes con los de mi sistema de estudio.

Los resultados en plantas pre-reproductivas sugieren que los conflictos de
asignacion de recursos podian manifestarse después de que ha comenzado la reproduccion.
Aparentemente, no hay un comportamiento marcadamente bimodal en el grueso de los
datos, que nos sugiera que hay dos conjuntos de individuos con distintas tasas de
crecimiento a semejanza de lo que ocurre en las plantas adultas. Esto sugiere que las plantas
pre-reproductivas femeninas crecen a la misma tasa de crecimiento que las plantas
masculinas. lgualmente, las plantas femeninas producen cantidades semejantes de
metabolitos secundarios a los que producen las plantas masculinas.

Los metabolitos secundarios han sido de gran relevancia, algunos de estos
compuestos pudieron presentarse en las primeras angiospermas y les proporcionaron cierta
proteccion contra los fitéfagos (Ehrlich y Raven, 1964). Algunos autores afirman que la
defensa via compuestos secundarios constituye una forma de proteccion efectiva contra los
herbivoros (Bennett y Wallsgrove, 1994). Sin embargo, algunos estudios recientes han
cuestionado este supuesto al no encontrar una asociacion entre las concentraciones de

metabolitos secundarios y la susceptibilidad a la herbivoria (Carmona et al., 2011). No
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obstante, la produccion de metabolitos es costosa y sélo se justifica una inversion en
defensas de alto costo, si los herbivoros constituyen un desafio ecolégico importante que
conduzca a un cociente costo/beneficio positivo (Feeny, 1976). Se ha calculado, que el
costo de construccion (cantidad de moléculas, o gramos de glucosa requeridas para
construir 1 g de compuesto de estructura dada) para la formacién de fenoles solubles es de
2.6 g de glucosa por g de compuesto elaborado. Este es el costo de construccién mas
elevado después de los lipidos, que es 3.03 g de glucosa (Lambers y Rytcher, 1989). En
plantas pre-reproductivas, la reproduccion no ha comenzado y posiblemente no existe aiin
un riesgo ecoldgico importante para las plantas femeninas que promueva el aumento en la
produccion de metabolitos secundarios.

La identificacion del género de las plantas pre-reproductivas no fue posible por la
cuantificacion de ADN. No se descarta la presencia de cromosomas sexuales. No obstante
es aconsejable el empleo de otras metodologias como el uso de marcadores moleculares. En
este estudio empleamos el patrén de distribucion de una muestra grande de plantas como
una alternativa para el estudio de los patrones de asignacién en plantas pre-reproductivas.

“En efecto, la “interfase” planta-herbivoro puede ser la mayor zona de interaccion
responsable para generar la diversidad organica terrestre”, afirmaron Ehrlich y Raven
(1964). En este estudio, se obtuvo que la pérdida de area foliar puede afectar a corto plazo
el crecimiento de las plantas femeninas y la formacion de estructuras reproductivas en
ambos sexos. Asimismo, obtuvimos que existe dimorfismo, las plantas femeninas invierten
mas recursos en la reproduccion sexual y la defensa y las plantas masculinas invierten mas
energia en el crecimiento vegetativo. Este patron de asignacion posiblemente permite un
uso mas eficiente de los recursos en plantas con sexos separados y cuya asignacion a la

reproduccion representa un alto costo energético. Muy posiblemente, la presencia de dos
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estrategias de crecimiento y defensa, sea la mejor forma de optimizar la adecuacion

(Harper, 1979; Stearns, 1992).
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Lamina 1. A) Chamaedorea alternans, B) Chamaedorea
pinnatifrons, C) Chamaedorea ernesti-augusti. D) Plantas
femenina (D) y masculina (E) de Chamaedorea alternans.
F) Larva de coledptero (Calypthocephala marginipennis) y
dafio foliar causado por esta larva (G). H) Calypthocephala
marginipennis en estadio adulto.



Lamina 2. A) Medicion del diametro a la altura de
la base en C. alternans. B) Registro de la longitud
foliar en Chamaedorea ernesti-augusti. C)
Iluminacion de la lamina foliar en las mediciones
de bidxido de carbono. D) Medicion de la tasa de
respiracion en las estructuras reproductivas de

C. alternans empleando un analizador de gases
por rayos infrarrojos.
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