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Resumen

La integracion floral se ha entendido como una adaptacién que incrementa el éxito reproductivo
mediante el aumento en la efectividad de la polinizacion. La evidencia sobre el valor adaptativo de este caracter
es escasa y los estudios de selecciéon sobre de los sistemas de apareamiento hacen énfasis cominmente en
analisis que abordan los rasgos florales como caracteres aislados. Aunque se ha planteado que la integracién
floral estd involucrada en los patrones de movimiento de polen entre plantas, la evidencia que asocie estos dos
caracteres es poco concluyente.

En este estudio se evalud el papel de la integracion floral sobre el sistema de apareamiento y las
implicaciones de la cosexualidad en Turnera velutina (Passifloraceae) a través de la caracterizacion del
transporte de polen dentro y entre plantas mediante tincién de granos de polen en arreglos experimentales
expuestos a los polinizadores, en el Centro de Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA), Veracruz.
Para la caracterizacién de las proporciones en el flujo polinico se utilizé6 una base de datos morfométricos
obtenidos de clones cultivados en invernadero a partir de una poblacién natural de T. velutina. Por medio de
modelos aditivos generalizados (GAM) se analiz6 la correlacién y efecto de la variacién y covariacién de
atributos florales (magnitud de la integracion, hercogamia, longitud de estilo y estambres, volumen y aztcar
total contenido en el néctar floral) sobre los componentes del flujo polinico.

Existe un beneficio de la cosexualidad en lo que respecta al desempenio de las funciones sexuales, lo que
podria explicar el sesgo en el patrén de apareamiento observado en esta poblacién. Ademds, se encontr6
evidencia que sugiere que la variacién en la morfologia de los 6rganos reproductivos, hercogamia, volumen
promedio de néctar floral, cantidad total de aztcar y la magnitud de la integracion floral en T. velutina, influyen
en el desemperfio de las funciones sexuales durante la polinizacién y en conjunto modulan los patrones de flujo
polinico, lo que podria tener repercusiones importantes sobre el éxito reproductivo y el sistema de

apareamiento.

Palabras clave: Integracién floral, sistema sexual, sistema de apareamiento, flujo polinico, cosexualidad,

autogamia, entrecruza, geitonogamia, hercogamia, covariacion.



Abstract

Floral integration has been dimmed an adaptation that enhance pollination and thereby increase
fitness. The evidence of adaptive value of this complex trait is scarce and the studies of selection on breeding
systems have been mostly centered on floral traits individually. While it has been said that floral integration is
involved in pollen-transfer patterns between plants, evidence showing an association of these traits is still
controversial.

To evaluate the role of floral integration in terms of pollen transfer, and sexual system implications in
Turnera velutina (Passifloraceae), we characterize intra- and inter-plant pollen movement by staining and
counting pollen grains in experimental arrays exposed to pollinators in Centro de investigaciones Costeras La
Mancha (CICOLMA), Veracruz. We used a morphometric dataset of clones and replicates maintained under
greenhouse conditions from natural population of T. velutina, and general additive models (GAM) to estimate
possible correlations and the effect of floral trait variation and covariation on pollen-transfer dynamics. The
traits considered in this study were variation in magnitud of floral integration, herkogamy, style and stamen

(long), floral nectar volume and total ammount of sugar produced.

We found that there is a benefit of cosexuality in terms of male and female floral functions that could
explain the assimetric mating-system pattern observed in this population.
In addition, this study shows that variation in reproductive organ morphology, herkogamy, floral nectar
volume, total sugar content and magnitude of floral integration, exert differential influence on male and female
floral functions during pollination, suggesting that these components of floral complex phenotype are involved
in pollinator-mediated mating patterns in T. velutina, which it could be crucial on fitness and breeding system

as well.

Keywords: Floral integration, sexual system, breeding system, pollen transfer, hermaphroditism, selfing,

outcrossing, geitonogamy, herkogamy, covariation.
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Introduccion

La flor puede entenderse como un mdédulo de desarrollo, morfolégico y funcional cuyo valor radica en
asegurar la reproduccién sexual (Bell, 1985; Murren, 2002). Constituye ademas uno de los rasgos fenotipicos
complejos mas estudiados en Angiospermas (Stebbins, 1970; Harder y Barrett 2006). Numerosos estudios han
abordado las implicaciones funcionales de este complejo en lo que se refiere a la ecologia y evolucién de la
reproduccion sexual y asexual asi como en relacion con los vectores de polen y el éxito reproductivo de las
plantas (Lloyd y Barrett, 1996; Herrera y Pellmyr 2002). Sin embargo, una gran cantidad de estudios ha
centrado su analisis en las repercusiones individuales de sus rasgos (Fornoni et al., en prensa), aun cuando se
reconoce ampliamente a la flor como un médulo en el que la interaccién entre sus rasgos actia de forma
coordinada y de esa manera opera funcionalmente para asegurar la reproduccién (Stebbins 1970). Debido al
enfoque predominante en el estudio de la flor, que prioriza la relevancia funcional de sus caracteres de forma
individual, poco se conoce sobre los mecanismos involucrados en el funcionamiento de esta estructura como
caracter fenotipico complejo (Armbruster et al. 2014).

En afos recientes se ha incrementado el numero de estudios que evaltan el papel de la flor como un
moédulo funcional en el que sus rasgos interactian para promover la eficiencia de la reproduccién sexual
(Conner y Lande, 2014). Estos estudios han hecho énfasis en que el valor funcional de muchas de las
adaptaciones complejas que han evolucionado, como las flores, radica en la interaccién mas que en la suma de
los efectos individuales de los rasgos que las conforman (Berg, 1960; Ordano et al., 2008; Diggle, 2014). Atn
cuando existe evidencia del efecto de ciertos rasgos de la arquitectura floral que actian en conjunto sobre los
patrones de movimiento de polen dentro y entre plantas (Karron et al., 2012), el valor funcional de la
intensidad con que dicho conjunto de rasgos se correlacionan ha sido poco entendido a lo largo del tiempo
(Fornoni et al., 2008).

Para abordar el estudio de las flores como rasgos complejos, el concepto de integracién fenotipica
resulta particularmente relevante. Este concepto ha sido utilizado para caracterizar propiedades emergentes de
las matrices de correlacion de rasgos de los organismos y en particular resulta ttil para entender la evolucién
multivariada de rasgos complejos como las flores (Murren 2002; 2012). En este contexto, dos de las propiedades
mas estudiadas asociadas con la integracion floral son la intensidad de las correlaciones a través de la magnitud

de la integracién y el patrén de integraciéon que determina cdmo se asocian los rasgos (Murren et al., 2002,



Pigliucci y Preston, 2004; Klingenberg 2008). Una estructura que presenta correlaciones relativamente altas
entre sus rasgos y tiene relativamente baja asociaciéon con respecto a otras estructuras del organismo, manifiesta
una gran integracion fenotipica (Murren, 2002). La expresion de la magnitud y el patron de integracion inciden
directamente en la evolucion de los rasgos fenotipicos (Klingenberg, 2008; Hallgrimsson et al., 2009) debido a
que estos factores manifiestan la estructura genética subyacente en el desarrollo y evolucién de la composicién
fenotipica de los organismos.

Las flores constituyen médulos que han evolucionado como un sistema cuyos atributos se asocian, en
conjunto, con el éxito reproductivo mediante las funciones sexuales femeninas y masculinas (Stebbins 1950;
Bell 1985). La asociacion relativa entre conjuntos de rasgos de un organismo, es decir, la modularidad,
comprende el desacoplamiento de un conjunto coordinado de caracteres con respecto a otros componentes de
un organismo (Wagner et al, 2007). La modularidad en este sentido, permite que se mantengan las
asociaciones entre caracteres relacionados funcionalmente e implica que el desarrollo y presiones selectivas a
las que estan sometidos dichos caracteres se llevan a cabo de forma relativamente independiente de otros
médulos (Hallgrimsson et al., 2009). Identificar el valor funcional y el significado adaptativo de los patrones de
variacién y covariacién en caracteres fenotipicos resulta fundamental para entender los procesos que modulan
la evolucion de los rasgos florales como sistemas fenotipicos (Armbruster et al., 2004; Waites y Agren, 2006).

La primera hipétesis que consider¢ a la flor como un médulo funcional fue presentada por Berg (1960).
A partir de esta hipdtesis se propuso que la principal presion de seleccién que actia sobre la evolucién de la
integracion floral es la transferencia de polen entre plantas mediada por polinizadores. Concretamente, la
precisa correspondencia entre los rasgos florales y la morfologia y conducta del polinizador son, segtin Berg, los
principales factores que inciden en la evolucién de la integraciéon floral. A partir de esta hipdtesis se
propusieron refinaciones tedricas posteriores que incluyeron otros factores como parte de la interpretaciéon de
la relevancia de este cardcter complejo. Armbruster et al. (1999) plantearon que las plantas con sistemas
especializados de polinizacién deberian tener niveles mas altos de integracién en sus flores debido a la presién
de seleccién de un tipo de polinizador. Tal acoplamiento promoveria una mayor eficiencia en el transporte de
polen entre plantas, reduciendo asi el desperdicio (Fornoni et al., en prensa; 2008).

El valor adaptativo de la correlacién entre caracteres florales ha sido analizado con base en esas
premisas teéricas en los tltimos afios; sin embargo, no existe evidencia empirica que valide dichas hipdtesis.
Mas aun, la evidencia empirica reciente sugiere que la integracion floral podria estar relacionada de forma mds

estrecha con el sistema de apareamiento (Ferrero, et al., 2010; Rosas-Guerrero et al., 2011) que con el nivel de
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especializacion del sistema de polinizacion (Pérez-Barrales et al. 2007; Rosas-Guerrero et al. 2011; Fornoni et
al., en prensa). En términos generales, la evidencia recopilada hasta ahora aun dista de explicar las causas de
variacion en la integracion floral (Ordano et al., 2008; Fornoni et al., 2009; Conner y Lande, 2014).

A partir de una revision, recientemente se observd que las especies con sistemas de apareamiento
sesgado hacia la autogamia presentaron mayor integracién en sus 6rganos sexuales que aquellas con un sistema
de apareamiento sesgado hacia el entrecruzamiento (Fornoni et al., en prensa). A diferencia de la propuesta de
Berg (1960), este patrén sugiere que la integracion floral de los drganos sexuales podria ser un componente del
sindrome de la autogamia. De esta forma, la integracién floral es un rasgo que podria estar involucrado en el
movimiento de polen intra-planta (geitonogamia) y/o intra-flor (autogamia) (Fornoni et al., en prensa). Sin
embargo, ain se desconoce el rol que juega la integracién en promover ya sea el entrecruzamiento, la
autogamia o ambas formas de apareamiento simultaneamente.

Si la integracién condiciona el transporte de polen entre y dentro de las plantas es posible que influya
también en las interacciones presentes entre verticilos sexuales de plantas hermafroditas. En otras palabras, la
integracion floral podria influir de alguna manera sobre las implicaciones ecoldgicas que representa la
cosexualidad en especies hermafroditas. La cosexualidad es un sistema que enfrenta de forma antagénica a los
verticilos sexuales cuya efectividad, en términos funcionales, se asocia con la remocién y dispersion del polen
(estambres) asi como con la deposicién del mismo sobre la superficie estigmdtica y con la produccion de
semillas (pistilo). La influencia reciproca que tienen entre si los verticilos sexuales en plantas hermafroditas
puede resultar desventajosa. Por ejemplo, puede implicar la obstruccién fisica y/o fisioldgica que reduzca el
éxito de una o ambas funciones. Este patrén se conoce como interferencia sexual (Barrett, 2002; Routley y
Husband, 2006), y ha sido considerado como uno de los principales conflictos funcionales entre los rasgos
florales de plantas hermafroditas (Lloyd 1992).

La interferencia sexual puede ejercer una importante fuerza selectiva en la evolucién floral (Fetscher,
2001; Rutley y Husband, 2006) y se manifiesta de distintas formas desde lo fisiolégico hasta lo ecolégico. En
términos ecoldgicos, en lo que respecta al flujo polinico, una funcidn sexual interferiria con otra expresando un
conflicto de intereses si su presencia reduce o compromete, en términos generales, la capacidad de la otra de
exportar (funcién masculina) o de recibir polen (funcién femenina) durante la polinizacién (Arnqvist y Rowe,
2005; Lankinen y Larsson, 2007; Madjidian y Lankinen, 2009). Esto puede suceder, por ejemplo, cuando la
presencia y/o la posicion de las anteras reduce la tasa de deposicion de polen en los estigmas (Bertin y Newman,

1993), o si el estigma reduce el tiempo de manipulacién de la flor y/o la tasa de remocién de polen (Holsinger et
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al., 1984). Pese a que se han caracterizado estas dinamicas en numerosos estudios, los andlisis sobre los efectos
que tienen los mecanismos florales sobre la reduccion de la interferencia sexual son escasos (Guo et al., 2014).

T. velutina resulta un modelo interesante para analizar los costos de la cosexualidad (interferencia
sexual) (Truyens et al., 2005; Obbard et al., 2006; Barrett, 2013) debido a que es una especie hermafrodita
autocompatible, actualmente homostilica derivada de un ancestro heterostilico dimérfico (Barrett, 1978) y es
poliploide, por lo que la depresién por endogamia no implicaria un costo genético importante. Ademds, existe
evidencia de variacion en la integracion de los caracteres florales. En este sentido, si la integracién promueve el
movimiento de polen dentro y/o entre plantas, se espera encontrar una relacién entre el flujo de polen de
geitonogamia y/o entrecruzamiento con la integracién floral de los donadores y/o receptores. Si la integracién
floral se asocia en algtin sentido con una mayor eficiencia en el transporte de polen, este rasgo podria disminuir
la interferencia sexual. En este caso, se esperaria que plantas (genotipos) con flores mas integradas sean mejores
donadores o receptores de polen. Finalmente si la integracién floral promueve el entrecruzamiento (Berg, 1960)
y la autogamia (Fornoni et al., en prensa) como se ha sugerido, valores altos de integraciéon podrian reducir el
costo de la cosexualidad mediante la disminucién de la interferencia sexual.

En este estudio se examina el papel de la integracion floral (la magnitud y la estructura de covarianzas
entre los rasgos florales) sobre el desempefio de Turnera velutina en términos de flujo de polen. En primer
lugar, se analiza si la cosexualidad ejerce presiones en algun sentido sobre las funciones sexuales en lo que
respecta a la exportacion y recepcion de polen. Posteriormente se evalta la relacidn entre la integracién floral y
los patrones de flujo de polen en la poblacién, haciendo énfasis en el desempefio de las funciones sexuales.

Los objetivos del presente estudio fueron: 1) examinar si existe un costo y/o un beneficio de la
cosexualidad en T. velutina debido a la interferencia o sinergismo de las funciones sexuales durante el
movimiento de polen; 2) cuantificar las probabilidades de flujo de polen asociadas con autocruza, geitonogamia
y entrecruzamiento; y 3) determinar si existe alguna relacién entre rasgos de la arquitectura floral como la
hercogamia, de la recompensa como el volumen promedio o la cantidad total de azdcar en el néctar y la

magnitud de la integracion floral, sobre el movimiento de polen dentro y entre plantas.



Métodos

Sitio y sistema de estudio

El trabajo experimental se llevé a cabo en el Centro de Investigaciones Costeras La Mancha
(CICOLMA), Veracruz (19°31°17”°N, 96°13°29°0) durante junio y julio de 2013. Dicha estacién bioldgica se
encuentra a 1 km de la poblaciéon donde se distribuye naturalmente la poblacién utilizada en este estudio, en
parches ubicados en las dunas costeras frente al Golfo de México.

Las plantas que se utilizaron corresponden a una poblacién experimental previamente cultivada en
invernadero dentro del CICOLMA que ha sido caracterizada en su fenotipo floral. Se cuenta con la informacién
sobre los niveles de variacién genética en la hercogamia, la integracion fenotipica floral y rasgos morfométricos
en 45 clones (ver detalles en Ramos-Castro, 2013).

Turnera velutina Presl. (Passifloraceae) es un arbusto perenne endémico de México que se distribuye
desde el nivel del mar hasta los 1300 m de altitud. Las plantas tienen flores hermafroditas, homostilicas,
autocompatibles con un periodo de floracién y fructificacién que ocurre con un pico entre junio y noviembre
que coincide con la estacion lluviosa (Arbo, 2005). Sus principales polinizadores son abejas (Apis mellifera y
Agapostemon sp.), aunque existe gran diversidad de visitantes florales (Ramos-Castro, 2013). T. velutina
produce en promedio 5 flores por dia (Benitez-Vieyra et al., 2010) y éstas permanecen en antesis 4 horas
aproximadamente. No presentan dicogamia, aunque se ha detectado variacién genética en los niveles de

hercogamia (Ramos-Castro y Fornoni, datos no publicados).

Disefio experimental

El disefio experimental consistié en arreglos (parches) de 4 plantas colocadas en disposicién radial con
una planta focal (fig. 1). Las plantas elegidas como focales fueron aquellas que contaron con al menos 3 flores
abiertas simultdneamente el dia de observacion.

Se aplicaron los siguientes tratamientos a cada una de las tres flores de las plantas focales:
Flor funcionalmente masculina (fig. 1a). La flor sometida a este tratamiento actué como donadora de polen
unicamente. Es decir, la funcién femenina se limité mediante la escisién del estilo. Se realizé tincién de granos
de polen.

Flor funcionalmente femenina (fig. 1b). La flor sometida a este tratamiento actué como receptora de polen



unicamente. Se realizo emasculacion previa al inicio de la actividad de los polinizadores.

Flor hermafrodita focal (fig. 1c). Ambas funciones sexuales de la flor se mantuvieron y se realizé tincién de
polen con un colorante distinto al utilizado para la planta funcionalmente masculina (Anexo).

Flor periférica (fig. 1d). Se tifieron los granos de polen con un mismo tinte en todos los casos para cuantificar
unicamente el transporte de polen de entrecruza en ambas funciones sexuales (exportacion y recepcion).

Los tratamientos de remocién de los 6rganos sexuales se efectuaron al interior del invernadero a partir
del momento de antesis (~9:00 hrs). Se realizaron las tinciones una vez que la antera entré en dehiscencia y las
plantas permanecieron en el invernadero hasta el secado del tinte para evitar que los polinizadores
transportaran el polen aglutinado por la humedad. Posteriormente se colocaron los arreglos distribuidos en las
instalaciones del CICOLMA.

Durante el montaje, cada uno de los parches se situd a una distancia minima aproximada de 50 metros,
que impidiera el flujo de polen entre ellos. Se construyeron en total 59 arreglos experimentales a lo largo de los
11 dias que durd el experimento. En promedio se trabajé con 5 parches por dia, segtin la floracién de las plantas
disponibles. Las plantas fueron expuestas a los polinizadores entre las 10:00 y las 13:00 hrs, periodo en el cual

las flores permanecen en antesis.

Tincion de polen

Para identificar la fuente de polen durante el transporte se utilizaron colorantes verde rapido, safranina
y azul de metileno, con los cuales se tifieron las anteras de las flores antes de exponerlas a los polinizadores
(Anexo). Se alternd el orden de las tinciones en todos los arreglos experimentales para evitar un efecto del color
del tinte sobre la dindmica de la polinizacién.

Mediante el registro del nimero de granos depositados en cada estigma segtin el color correspondiente
a cada tratamiento, fue posible cuantificar la incidencia de la entrecruza con respecto a la autogamia en sus dos
formas (geitonogamia y autocruza). Posteriormente los estigmas de cada flor fueron colectados y se realizo el

conteo de los granos de polen depositados en cada una.



Figura 1. Estructura general de arreglos experimentales y direcciones posibles en el transporte de polen

P
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Figura 1. a: flor unisexual masculina, b: flor unisexual femenina, c: flor hermafrodita focal, d: flor hermafrodita periférica. F: planta

focal, P: planta periférica. 1: Autocruza; 2, 3, 4: Geitonogamia; 5, 6, 7, 8: Entrecruza.

Conteo de polen y caracterizacién del flujo polinico

Se colectaron todos los estigmas para cada arreglo experimental y se realizaron preparaciones fijadas
con glicerina para observacion al microscopio estereoscopico (N= 354 estigmas).

Se realizo el conteo de granos de polen depositados en cada estigma y se determind la cantidad total y
proporciéon por flujo polinico (autocruza, geitonogamia y entrecruza) asociando el color del grano de polen
encontrado con la direccién en la que fue transportado segtin receptor y exportador. Esta informacion se cotejé
con los datos morfométricos correspondientes a cada clon sometido a los tratamientos.

A partir la informacién previamente obtenida para la variacion de los rasgos florales de las familias
genotipicas, realizado por Ramos-Castro (2013), se caracterizé la asociacién entre el patrén encontrado de

polen exportado o recibido en el experimento.



Andlisis de datos

Los datos considerados en este estudio corresponden a los siguientes rasgos florales: largo del estambre
(longitud de la antera + filamento), largo del estilo (longitud del estilo + ovario), hercogamia (separacién
estambre-estilo) por flor y clon, volumen promedio de néctar por clon y cantidad total de azticar producido por
flor, para cada clon. La informacién de la integraciéon fenotipica para cada genotipo (clon) se tomé de la
estimacion de la variacion genética de la media y la varianza para un total de 11 caracteres florales (ver detalles
en Ramos-Castro, 2013).

Se analizo la variacién y covariacidn entre los valores promedio de caracteres reproductivos (longitud
del estilo, longitud de los estambres, hercogamia), el volumen y cantidad total de aztcar del néctar floral, asi
como la integracion floral mediante la funcién mgcv en R 3.1.1 (R Development Core Team, 2014) para
Modelos aditivos generalizados (GAM). Estos modelos sintetizan un amplio conjunto de métodos de regresién
que permiten analizar la covarianza entre variables que no necesariamente se asocian de una forma lineal y
cuyas distribuciones pueden no ser normales (Hastie y Tibshirani, 1990; Wood, 2006). En el modelaje mediante
GAM en R, se emplearon ajustes tipo poisson y quasipoisson (funcién de enlace logaritmica) para datos de
conteo o variables continuas, y binomial o quassibinomial (funcién de enlace logistica) para datos de
proporciones; ambos corregidos en caso de sobredispersion de datos.

Para la estimacién del conflicto sexual se consider¢ la informacién del transporte de polen ocurrido en
el total de las plantas en cada parche. En el analisis de datos sobre el sistema de apareamiento, asi como el de las
asociaciones entre variacion de rasgos morfométricos e integracion floral, se consideraron tinicamente aquellas
flores que no fueron sometidas a la remocién mecanica de 6rganos sexuales (N= 236 flores). Se analizé la

informacién antes descrita para individuos pertenecientes a 39 familias genéticas (clones).

Resultados

Costos y beneficios del hermafroditismo. Conflicto sexual

El desemperfio de la funcién masculina en general tuvo dos componentes en este experimento. El de la
flor funcionalmente masculina (fig. 1a), en términos de entrecruza, estd determinado por la cantidad de granos
de polen depositados en los estigmas de las flores periféricas (fig. 1d). De forma similar, el desempefio
masculino de la flor hermafrodita focal (fig. 1c) estd determinado por la cantidad de granos de polen

depositados en los estigmas de las flores periféricas.



La figura 2a muestra el desempefio general de la flor unisexual masculina (FMU) en términos de
exportaciéon de polen, mientras que la figura 2b indica el desempefio de la funcién masculina en las flores

hermafroditas (FMC) y corresponde a la funcién masculina cosexual.

FMy = adl+ad2+ad3

FMc¢ = cd1+cd2+cd3

Es posible estimar si existe interferencia sexual femenina al comparar el desempefio de la funcién
masculina en unisexualidad con respecto al desempefio de ésta en cosexualidad. Para hacerlo, se caracterizé y
cuantificé la exportaciéon en la que estuvo involucrado el verticilo sexual masculino en la flor hermafrodita y en
la flor funcionalmente masculina. Si ZFMy > 2FMc , es decir, si el desempeio de la funcién masculina
unisexual es mayor al de la funcién masculina cosexual, existiria evidencia de interferencia sexual pues el
transporte de polen estaria limitado por la funcién femenina. En el caso de que la flor en cosexualidad exportara
mayor cantidad de polen; es decir, si XFMy < ZFMg, existiria un sinergismo entre funciones sexuales.

El desempefio de la funcién sexual femenina puede caracterizarse en términos de la recepcion de granos
de polen. Es decir, a partir de la cantidad de granos alojados en los estigmas de la flor unisexual (fig. 1b) y en la
flor hermafrodita o cosexual (fig. 1c). La estimacién de d1b+d2b+d3b (fig 2b), muestra el desempefio general
de la flor unisexual femenina (FFy) en términos de recepcion de polen. El desempefio de la funcién femenina en

las flores hermafroditas (FFc) estd dado por dic+d2c+d3c (fig. 2b).

FFy =di1b+d2b+d3b

FFc=dI1c+d2c+d3c

Es posible estimar si existe interferencia sexual masculina al comparar el desempefio de la funcién
femenina en unisexualidad con respecto al desempefio de ésta en cosexualidad. Para hacerlo, se caracterizé y
cuantificé la exportacién en la que estuvo involucrado el verticilo sexual femenino en la flor hermafrodita y en
la flor funcionalmente femenina. Si 2FFy > ZFFc, es decir, si el desempeifio de la funcidon femenina unisexual es
mayor al de la funcién femenina cosexual, habria evidencia de interferencia. En este caso, la recepciéon de polen
estarfa limitada por la funcién masculina. En el caso de que la flor en cosexualidad tuviera un mayor
desemperfio en términos de exportacion de polen contrario; es decir, si XFFy < ZFF, existiria evidencia de un
sinergismo entre funciones.

La prueba de ¥’ (tabla 1) muestra que el numero de granos de polen exportado y recibido por

entrecruza de las flores hermafroditas fue mayor que el de las unisexuales. Las flores hermafroditas (cosexuales)



en ambos casos (exportacion, funcién masculina y recepcidn, funcién femenina) tienen un rendimiento entre
dos y tres veces mayor con respecto al de las flores unisexuales en términos del flujo de polen (fig. 3). Este
resultado indica que existe evidencia de un sinergismo entre las funciones sexuales y por lo tanto un beneficio

de la cosexualidad en Turnera velutina en lo que se refiere al transporte de polen en términos generales.

Figura 2. Desemperio de las funciones sexuales

d2c %, d2b

Figura 2. A: Desempeiio sexual masculino (exportacion de polen de entrecruza). ad1: Polen transportado de a al receptor d1; ad2:
Polen transportado de a al receptor d2; ad3: Polen transportado de a al receptor d3; cd1: Polen transportado de c al receptor d1; cd2:
Polen transportado de ¢ al receptor d2; cd3: Polen transportado de c al receptor d3. B Desempeifio sexual femenino (exportacién de
polen de entrecruza): d1b: Polen transportado de di al receptor b; d2b: Polen transportado de d2 al receptor b; d3b: Polen
transportado de d3 al receptor b; dic: Polen transportado de d1 al receptor c; d2¢c: Polen transportado de d2 al receptor ¢; d3c: Polen

transportado de d3 al receptor c.
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Tabla 1. Magnitud total de polen transportado segiin tratamiento y desemperio de las funciones sexuales

Funcion en unisexualidad Funcion en cosexualidad
2FMy =1545 2XFMc = 2843
Exportacion (35.2%) (64.8%)
2FFy =986 2FFc = 2408
Recepcion (29.1%) (70.9%)

X>=32.793,gl =1, p < 0.001

Tabla 1. FFu: Funcién femenina en unisexualidad, FFc: Funcién femenina en cosexualidad, FMy: Funcién masculina en
unisexualidad, FMc: Funcién masculina en cosexualidad. FFy = d1b+d2b+d3b, FFc = dic+d2c+d3c, FMu = ad1+ad2+ad3, FMc=
ad1+ad2+ad3. Las sumas indican el desempefio sexual de las flores de los distintos tratamientos para cada arreglo experimental. N=59

arreglos experimentales.

Figura 3. Desempefio de las funciones sexuales y transporte de polen por tratamiento

08~

06
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o1
FF, FF FM, FM

U [+ U C

Proporcion total de polen transportado

RECEPCION EXPORTACION
Figura 3. Magnitud del desempefio sexual individual en términos de la cantidad total de granos de polen involucrados en el flujo en
cada caso. Se detallan los componentes de la funcién femenina (recepcién) y masculina (exportacién) en los arreglos experimentales).
FFu : Funcién femenina en unisexualidad, FFc :Funcién femenina en cosexualidad, FMvu :Funcién masculina en unisexualidad, FMc :

Funcién masculina en cosexualidad.
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Flujo polinico y sistema de apareamiento

La autogamia es el sistema de apareamiento predominante en T. velutina por encima de la entrecruza
(0.78+0.3, 0.22+0.3 respectivamente). Aunque el patrén de transporte de polen sugiere la existencia de un

sistema mixto de apareamiento, existe un claro sesgo hacia la autogamia.

Figura 4. Transferencia de polen y sistema de apareamiento
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Figura 4. Caracterizacién del transporte de polen y proporciones del sistema de apareamiento. Los puntos sobre cada caja indican la

media. n= 59.

Variacidén en los caracteres reproductivos, de recompensa e integracion floral

T. velutina mantiene una marcada variacion morfolégica intrafloral en la que el verticilo femenino tiene
un rango de variacién mas amplio que el masculino en lo que respecta a la longitud promedio de sus érganos

(ML estamere = 14.16 £ 0.63 mm, Mresmo= 19.5 + 1.11 mm) (Fig. 5). Esta variacién incide directamente en el
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gradiente de hercogamia que puede encontrarse en la poblacién, en la que existen individuos con una
hercogamia desde 3.6 mm hasta los 7.6 mm de separacién. La varianza en la longitud de los estambres es menor
con respecto a la de la longitud del estilo (Bartlett K’=13.05, p<0.001). En términos morfoldgicos, un aumento
de 1 mm en la longitud de los estilos provoca un incremento promedio aproximado de 0.2 mm en la longitud
de los estambres en lo que respecta a la variaciéon de dichos rasgos (fig. 5).

Dentro del gradiente de variacién morfologica que presentan los verticilos sexuales de la poblacién
estudiada, el incremento en las longitudes de los érganos florales esta asociado con un incremento en la
distancia que los separa (hercogamia). En la figura 5 se muestra una comparacion entre la correlacién entre la
longitud promedio de estambres y estilos por clon (linea sélida) y una linea de referencia con pendiente=1. Esta
referencia indica aquellas longitudes de estambres y estilos que provocarian una hercogamia de cero (linea
punteada). La diferencia entre esta referencia (linea punteada) y la linea sélida, indica la hercogamia esperada
para cada valor en la longitud de los verticilos. Otro punto que cabe destacar es que el valor minimo observado
de la longitud de estambres y estilos se localiza muy cerca del punto donde las predicciones indicarian una
hercogamia de cero (i.e. la interseccién entre lineas), asi como de aquellas longitudes que darian como
resultado una hercogamia inversa (mayor longitud de estambres que de estilos).

La hercogamia observada no es constante a lo largo del gradiente de variacién en longitudes de
verticilos entre clones de T. velutina. Es decir, el cambio en la variacién de las longitudes promedio de
estambres y estilos en la poblacidon no genera un valor constante en la distancia que los separa. Por el contrario,
la diferencia reciproca entre ambos verticilos (hercogamia) se incrementa en el caso de plantas con flores de
estilos y estambres mas largos. La diferencia entre la linea sélida y la punteada en la figura 5 muestra que las
flores con estilos y estambres mas largos presentan mayor hercogamia con respecto a la de flores con verticilos
cuya longitud promedio es menor. Concretamente, en individuos cuyas flores tienen estambres y estilos cortos
existe una mayor probabilidad de que la hercogamia sea menor con respecto a la que se encontraria en
individuos de estilos y estambres largos.

En el caso de los rasgos de recompensa, existe variacién genética significativa en la media del volumen
de néctar (3.18+1.88 ) y de la cantidad total de aztcar (1.06+0.63 mg). La integracion floral entre clones tiene
un valor medio de 26.46 £ 12.61 % con un rango de variaciéon que abarca clones con una integraciéon promedio

desde el 6.25% hasta un 58.82% (Ramos-Castro, 2013).
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Figura 5. Variacion en los caracteres sexuales florales y hercogamia
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Figura 5. Correlacion entre la longitud promedio de estambres y estilo por clon indicada en la linea sélida (r L = 0.36, Fi43 = 6.23, p =
0.016, n=45). Pendiente e intervalo de confianza al 95% = 0.20 (0.03-0.37).
Variacién esperada en las longitudes de estilo y estambres cuando m=1 (i.e. hercogamia = 0) indicada en linea punteada. La diferencia

entre linea punteada y la sélida indica la hercogamia promedio. Cada punto representa una flor.
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Arquitectura floral y flujo polinico. Recepcion

Para evaluar las implicaciones funcionales que tienen las asociaciones entre la variacién intrafloral en
los 6rganos reproductivos, es util comparar cdémo cambian los patrones de exportacién y recepcién de polen
sobre las flores a lo largo del gradiente morfoldgico de variacién en sus estructuras sexuales y si éstos se asocian
de alguna forma. En la tabla 2 se sintetizan los efectos encontrados de los componentes reproductivos de la
arquitectura floral de T. velutina sobre la polinizacién en lo que se refiere a la recepcién de polen (funcién
femenina). Se encontré que la variaciéon en hercogamia explica las diferencias en la recepciéon de polen de
distintas fuentes. La hercogamia se asocia de forma inversa con la cantidad total de polen que una flor recibe
(fig. 6a), asi como con la magnitud de polen proveniente de la autogamia, la autocruza (fig. 6 b) y geitonogamia
(fig. 6¢). Sin embargo, la variacién en hercogamia no se asocia con la cantidad de polen recibido de estas dos
fuentes en conjunto, es decir, la autogamia, ni con las probabilidades de recepciéon de polen de entrecruza
(Tabla 2).

Con respecto a la morfologia de los drganos sexuales, los resultados muestran que en funcién de la
longitud del estilo podria resultar mds probable para una planta de estilos cortos que sus flores alojen una
mayor proporciéon de polen de sus propios estigmas (fig. 7c). La longitud del estilo condiciona de forma
importante la recepciéon de polen de autogamia cuyo componente principal es la autocruza. En el caso
especifico de los componentes que determinan la hercogamia, puede observarse que la variacion en la longitud
del estilo resulta determinante para la recepcion total de polen (fig 7a), asi como para la recepcién de autogamia
(fig. 7b) y de autocruza (fig. 7c). Ademas, la longitud del estilo influye positivamente de forma significativa en
la cantidad de polen proveniente de entrecruza que se aloja en las flores. Es decir, la mayor longitud de los
estilos se asocia con una mayor cantidad de polen recibido proveniente de otro individuo (fig. 7d).

En lo que respecta a los érganos sexuales masculinos, la variacién en la longitud de los estambres
explica inicamente las diferencias en la recepcion de polen de geitonogamia (fig. 8). Esto indica que plantas con
estambres largos tienen menor probabilidad de recibir polen que proviene de distinta flor de un mismo
individuo. Es importante remarcar la fuerte asociacién que se muestra en este caso aunque fuera el unico
componente del movimiento de polen correlacionado. La variacién en la longitud de los estambres explica
cerca de la mitad (R’=0.48, p<0.001) de las diferencias en la cantidad de polen que una flor recibiria cuando el

donador pertenece a la misma planta (Tabla 2, fig. 8).
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Tabla 2. Asociacion y efectos entre los elementos reproductivos de la arquitectura floral y la dindmica de
recepcion durante el flujo polinico

Hercogamia Longitud del estilo Longitud de estambres Integracion
Recepcion total *(-) *(-) ns ns
Autogamia ns *(-) ns ns
Autocruza *(-) *(-) ns ns
Geitonogamia (L) ns k() *(+)
Entrecruza ns **(+) ns *(-)

Tabla 2. Modelos aditivos generalizados (GAM). Se muestran las asociaciones de cada interaccién. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
ns: no significativa. Los efectos de las variables sobre los componentes del transporte de polen durante la recepcién se indican entre

paréntesis: positivo (+) y negativo(-).

Figura 6. Magnitud relativa de polen recibido en funcién de la hercogamia del receptor
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Figura 6. A: Recepcion total relativa de polen y variacién en hercogamia. R*=0.16, p=0.034; B: Recepcién relativa de polen
proveniente de flores del mismo individuo y de la misma flor, y variacién en hercogamia. R*=0.15, p=0.047; C: Recepcidn relativa de

polen proveniente de otro individuoy variacidén en hercogamia. R*=0.48, p=0.00034.
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Figura 7. Magnitud relativa de polen recibido segiin la longitud del estilo del receptor
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Figura 7. A: Recepcidn total relativa de polen y variacidn en la longitud del estilo. R>=0,15, p=0.046; B: Recepcidn relativa de polen
proveniente de flores del mismo individuo y de la misma flor, y variacién en la longitud del estilo. R>=0.16, p=0.035; C: Recepcién
relativa de polen proveniente de la misma flor y variacién en la longitud del estilo. R*=0.15, p=0.040; D: Recepcidn relativa de polen

proveniente de otro individuo y variacién en la longitud del estilo. R*=0.24, p=0.009.
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Figura 8. Magnitud relativa de polen recibido segiin la longitud de estambres del receptor
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Figura 8. Recepcion relativa de polen procedente del mismo individuo y variacién en la longitud de estambres. R*=0.29, p=0.00073.

Arquitectura floral y flujo polinico. Exportacién

La tabla 3 ofrece una sintesis en lo que respecta a los efectos de la variacién y covariacion de los 6rganos
reproductivos sobre los patrones de exportaciéon de polen. En este caso, se observa que la variaciéon en la
longitud promedio de los estambres explica las diferencias en el flujo polinico de entrecruza Gnicamente. La

mayor longitud de los estambres limita la exportaciéon de polen hacia otras plantas.

Tabla 3. Asociacion y efectos entre los elementos reproductivos de la arquitectura floral y la dindmica de
exportacion durante el flujo polinico

Longitud Longitud de

Hercogamia . Integracion
del estilo estambres
Recepcion total ns ns ns ns
Autogamia ns ns ns ns
Autocruza ns ns ns ns
Geitonogamia ns ns ns *(-)
Entrecruza ns ns *(-) **(4)

Tabla 3. Modelos aditivos generalizados (GAM). Se muestran las asociaciones de cada interaccién. *p<0.05, ** p<0.01, ns: no significativa. Los

efectos de las variables sobre la recepcion se indican entre paréntesis: positivo (+) y negativo(-).
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Figura 9. Magnitud relativa de polen exportado segiin la longitud de estambres del donador
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Figura 9. Exportacion relativa de polen hacia otros individuos y variacién en la longitud de los estambres del donador. R*=0.17,

p=0.019.

Integracion floral y recompensa

Existe asociacién entre la variacién en integracién y algunos rasgos florales asociados a la recompensa
en T. velutina. El volumen promedio de néctar se correlaciona negativamente con la integracién floral y con la
cantidad de aztcar total (r.v=-0.32, F\,5,= 7.51, P=0.0094, n= 39; r.a=-0.41, F 3= 4.34, P=0.044, n= 39), (fig.
10a). Asimismo, existe una fuerte correlacién entre el volumen promedio de néctar producido y la cantidad
total de aztcar contenido en éste (rav=-0.91, F, 3;= 170.9, P<0.0001, n= 39). Esta asociacién sugiere que las
flores mas integradas producen menor volumen promedio de néctar y menos cantidad de azucar total. No se
encontraron correlaciones significativas entre otros componentes de la recompensa, como la concentracién de

néctar, y los rasgos descritos anteriormente.
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Figura 10. Variacion en componentes de la recompensa floral e integracion
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Figura 10. Asociacion entre la integracién floral y algunos componentes de recompensa en las flores. A: Variacién en la integracién
floral y variacion en el volumen promedio de néctar. R>=0.10, p=0.043. B: Variacion en la integracion floral y variacion en la cantidad

total de azucar en el néctar. R*=0.11, p=0.040.

Integracion floral y sistema de apareamiento

La integracion floral se asocia con el desempefio de las funciones sexuales durante el transporte de
polen (fig. 11). Por un lado, existe una correlacién positiva entre la integracién y la exportaciéon de polen de
entrecruza, e inversa en lo que se refiere a geitonogamia. Es decir, la integracién influye en el desempefio sexual
masculino disminuyendo la probabilidad de que el transporte de polen ocurra entre flores de la misma planta y
favorece el flujo de polen entre plantas. Por otro lado, la integracién esta involucrada también en el desempefio
de la funcién femenina pero en un patrén opuesto; es decir, la intensa covariaciéon entre rasgos florales
incrementa la probabilidad de que el polen recibido por las flores provenga de la misma planta (geitonogamia)
y disminuye la probabilidad de que el polen recibido provenga de otro individuo (entrecruza). La integracién
incrementa el entrecruzamiento y podria reducir el costo de la cosexualidad mediante la disminucién de la
geitonogamia via la funcién masculina. Asimismo, las pendientes de las curvas sugieren que la integracién
influye de forma mas intensa sobre el componente masculino del desempefio sexual (exportacién) que sobre el

femenino (recepcion).
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Figura 11. El valor funcional de la integracion floral sobre el sistema de apareamiento
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Figura 11. Efecto de la integracién floral sobre el transporte de polen en T. velutina. Exportacién de entrecruza, R’=0.21, p=0.0008.
Exportacion de geitonogamia, R*=0.22, p=0.016. Recepcion de entrecruza, R>=0.21, p=0.026. Recepcién de geitonogamia, R’=0.14,

p=0.043.
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Discusion

Aunque en los tltimos afios se ha incrementado el nimero de estudios que abordan la integracion floral
como un caracter adaptativo en Angiospermas, la evidencia de los mecanismos que determinan las asociaciones
entre rasgos, asi como su valor adaptativo y funcional, resultan atn controversiales (Murren et al., 2002; Tuci¢
et al., 2013). La principal dificultad para dilucidar tales mecanismos radica en la complejidad de interacciones
que la integracion floral comprende en una escala ecoldgica. Las circunstancias en las que tales interacciones
ocurren pueden cambiar drasticamente (Ishii y Harder, 2012) y presentarse a distintos niveles, desde lo
relacionado con la composicién de los polinizadores, hasta aspectos propios de la ontologia de las plantas como
la cantidad de flores producidas por cada individuo (Diggle, 2014). En el caso de plantas polinizadas por
animales se ha entendido, al menos tedricamente, que los patrones e intensidad de covariacién entre los rasgos
responden principalmente a la seleccién mediada por polinizadores (Berg, 1960; Stebbins, 1974). Sin embargo,
aunque se ha reportado variacién entre poblaciones en términos de la integracion y el sistema de apareamiento
(Ferrero et al., 2010; Rosas-Guerrero et al, 2011), no se tiene evidencia clara de su covariacién ni de los
mecanismos que podrian estar involucrados en dichas asociaciones (Fornoni et al., en prensa).

En este estudio se analizd, en primer lugar, si debido a la cosexualidad las funciones sexuales ejercen
interferencia reciproca sobre los patrones de flujo de polen en términos de la cantidad de polen exportado y
recibido. Los resultados indican que no parece existir un costo importante del hermafroditismo sobre los
componentes de las funciones sexuales en ese sentido y que el principal patréon de transporte de polen
corresponde a autogamia en esta poblacion. Posteriormente se examiné el papel de la covariacién entre rasgos
florales (integracion) sobre el desempefo sexual de T. velutina en términos del sistema de apareamiento. En
este sentido, la integracién estd asociada con la variacién en la morfologia de los érganos reproductivos y el
volumen promedio del néctar producido por las flores, asi como con la cantidad total de azucar que éste
contiene. Estos rasgos, en conjunto, actian de formas especificas sobre distintos componentes del sistema de
apareamiento mediado por los polinizadores durante el flujo polinico y modifican las proporciones en las que el
transporte de polen se lleva a cabo.

El sesgo del sistema de apareamiento en T. velutina hacia la autogamia (fig. 4) sugiere que el transporte

de polen ocurre en mayor medida al interior del mismo individuo ya sea entre flores de la misma planta o al
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interior de cada flor. Pese a la cosexualidad, los verticilos sexuales no ejercen un efecto negativo reciproco en
términos del transporte de polen. Ademds, como se muestra en la tabla 1 y la figura 3, seria poco probable que
una variante floral unisexual invada la poblacién hermafrodita debido a su bajo desempefio en términos del
sistema de apareamiento. Por esa razon el hermafroditismo podria ser una estrategia evolutivamente estable en
esta poblacion. Aunque esta hipdtesis requiere de un disefio experimental particular para ser puesta a prueba,
los resultados aqui mostrados permiten considerar esa posibilidad.

Una vez determinado que las funciones sexuales parecen no ejercer presiones reciprocas que
comprometan su desempefio durante el flujo polinico, otro tipo de andlisis centrado en el desempefio sexual de
los verticilos podrian refinar la interpretacién funcional de la sinergia sexual. La caracterizacion del desempefio
sexual durante el flujo polinico precisa no sélo de las magnitudes totales de polen transportado en los arreglos
sino también de aspectos ecoldgicos que permitan explicar del desperdicio de polen (Ashman et al, 2004;
Sletvold y Agren, 2014) o la incidencia de presiones selectivas asociadas con los polinizadores. El andlisis de la
variaciéon en hercogamia y de la covariacion entre los rasgos reproductivos de las flores puede ser util para
determinar dos aspectos importantes. En primer lugar permitiria mostrar qué mecanismos influyen en que el
desempefio de los verticilos sexuales se incremente y por otra parte si ese incremento se asocia con la eficiencia
en el transporte y responde a la variacion en los rasgos presentes en la poblacion.

La longitud del estilo influye en la cantidad de polen recibido proveniente de flores de otro individuo
(fig. 7d). La arquitectura del verticilo femenino y el comportamiento del polinizador podrian mostrar que las
plantas con estilos mds largos se exponen de forma tal a los polinizadores que éstos, al llegar a la flor, entran en
contacto con el estilo en primera instancia. Este patron de forrajeo es particularmente comun en plantas con
flores que presentan hercogamia de aproximacion (Luo y Widmer, 2013), como T. velutina.

Con respecto a los caracteres sexuales masculinos, la variacién en la longitud de los estambres influyd
de forma significativa tunicamente sobre las diferencias encontradas en la recepciéon de polen intra-individual
(geitonogamia). Debido a que en este caso la disposicion de los estambres implica (en longitudes cortas) mayor
proximidad con los estigmas (menor hercogamia), es de esperarse que un aumento en la longitud de éste limite
el contacto del polinizador con el verticilo sexual femenino (Barrett, 1998; 2002; Medrano et al., 2005; 2012).
Segun los resultados la variaciéon en la morfologia de los verticilos sexuales, por si mismos, explica parte de la

dindmica del flujo polinico.
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Ademas del efecto de la variaciéon en los rasgos sexuales individuales indicado anteriormente, la
covariacion entre éstos tiene a su vez un efecto sobre los patrones de transporte de polen. En este sentido la
hercogamia, caracterizada tipicamente como un mecanismo que condiciona la recepciéon de polen de
autogamia (Luo y Widmer, 2013) y que reduce los costos de la cosexualidad disminuyendo la autocruza o
aumentando la entrecruza (Webb y Lloyd, 1986; Barrett, 2003; Takebayashi et al. 2006; Herlihy y Eckert, 2007;
Medrano et al., 2012), ejerce efectos sobre los patrones en los que se lleva a cabo el flujo de polen mediado por
polinizadores. En plantas en las que la variacién en hercogamia depende primordialmente del estilo, como se
muestra en el caso de T. velutina, la proporciéon de polen de entrecruza que es recibido aumenta en la medida
que los polinizadores entran en contacto con el estigma en flores cuyos estilos tienen mayor longitud (Herlihy y
Eckert, 2007; Forrest et al., 2011; Medrano et al., 2012). En términos evolutivos, la seleccién sobre la variaciéon
en hercogamia representa un mecanismo asociado con el ajuste de las poblaciones de Angiospermas en relacién
con los patrones de apareamiento (Medrano et al., 2005). Aunque el valor funcional de la hercogamia para
promover la entrecruza no siempre resulta tan claro, los resultados de este estudio en ese sentido coinciden con
lo reportado para otros géneros con patrones de variacion en estilo y hercogamia similares, como Narcissus
(Medrano et al., 2005).

En términos de la funcién femenina los resultados aqui mostrados son consistentes con la hipdtesis
funcional clasica sobre el efecto de la hercogamia que establece que la distancia que separa a los 6rganos
sexuales (en el patrén particular de la hercogamia de aproximacion) opera en contra de la autopolinizacién y de
una posible endogamia (Luo y Widmer, 2013). Tal asociacién implica que flores poco hercégamas presentan
una mayor proporcién de polen transportado de autocruza, como se muestra en la figura 6b. En otras especies
del género Turnera y en familias distintas a Passifloraceae (Karron et al., 1997; Brunet y Eckert, 1998; Motten y
Stone, 2000) se han reportado evidencias de que existe relacion entre la separacion de los verticilos sexuales y el
flujo polinico (Bellaousoff y Shore, 1995). En este sentido T. velutina cumple con las condiciones ideales (sensu
Luo y Widmer, 2013) para manifestar tal asociacién entre la hercogamia y el transporte de polen por tratarse de
una especie que presenta los rasgos tipicos del sindrome de la autogamia. Esto es, plantas autocompatibles con
gran incidencia de autocruza, marcada variacién en hercogamia y despliegues florales relativamente pequefios.

Aunque idealmente la hercogamia se asocia con el efectivo transporte de polen entre plantas (Luo y

Widmer, 2013) y en términos mads generales la hercogamia pueda derivar en el establecimiento de poblaciones
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heteromorficas (de Vos et al,, 2014), en el presente estudio no se encontrd correlacién entre la hercogamia y la
entrecruza directamente. Los resultados aqui mostrados no sustentan la hipétesis planteada de que en plantas
con mayor hercogamia se favorece la entrecruza (tabla 2, 3). El mecanismo de separacién espacial de las
funciones sexuales parece operar sobre la funcién femenina en términos de la recepciéon de polen total, asi
como en la de autogamia inicamente. Con respecto a la exportacién (funcién masculina), no se manifiesta un
efecto directo de la hercogamia ni de la longitud del estilo sobre el patréon de transporte de polen (tabla 3).

El efecto completo de la integracion floral sobre el sistema de apareamiento de T. velutina (figura 11)
muestra que los resultados de este estudio son consistentes con la hipdtesis que predice que la integracién floral
favoreceria el intercambio de polen entre plantas (Berg, 1960). Es decir, la integracién floral se asocia
positivamente con la exportacion de polen de manera que las plantas con flores cuya covariacion entre rasgos es
mas intensa, son mas efectivas para la exportaciéon de polen hacia otras plantas (entrecruza). Ademds, los
niveles altos de integracién parecen contribuir también a que se reduzca la geitonogamia mediante la funcién
masculina. Las plantas con niveles bajos de integracién presentan un patrén de transporte de polen opuesto al
descrito anteriormente; esto es, reciben poca cantidad de polen proveniente de otras flores de la misma planta e
incrementan la recepcién del polen que llega de otras plantas.

Los resultados mostrados en la figura 11 sustentan la hipdtesis de que la variacion en la integracién
floral pudiera ser parte importante del sindrome de la autogamia (Fornoni et al., en prensa). Como se
menciond anteriormente, las plantas caracterizadas con este sindrome presentan niveles elevados de autogamia.
Seguin muestran los resultados, las flores menos integradas tienden a exportar polen en mayor proporcién hacia
otras flores de la misma planta (geitonogamia) con respecto al que se dirige, mediante el polinizador, a otros
individuos (entrecruza). Los valores bajos de integracién favorecen la autogamia via la funcién masculina
(exportacién) mientras que los valores altos de integracion floral en la poblacién estan presentes en flores
involucradas en mayores proporciones relativas de autogamia via la funcién femenina (recepcién). La
incidencia de la autogamia en la poblacién, entonces, puede ser favorecida a partir de individuos cuya
integracion floral sea baja o alta.

Si la seleccion favorece la autogamia como sistema de apareamiento, como parece ocurrir en esta
poblacion, la integracion floral baja (i.e. covariacién poco intensa entre rasgos) resultaria ventajosa debido a

que ésta contribuye a incrementar la exportacién hacia flores del mismo individuo. Asi, la seleccién mediada
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por polinizadores podria promover el desacoplamiento de los 6rganos florales, lo que finalmente se manifieste
en una integracién floral menos intensa (Fornoni et al., en prensa). A ese respecto, los resultados de este estudio
son consistentes con esa prediccién y con lo obtenido por Anderson y Busch (2006) para especies
autocompatibles de Leavenworthia. En ese estudio se muestra que las especies autocompatibles mantienen
valores bajos de integracidn con respecto a los de las especies autoincompatibles del género. Esto sugeriria que
la presién de seleccidén asociada con la autogamia influye en mantener la covariacién de los rasgos sexuales
florales en niveles relativamente bajos.

Si la seleccion favoreciera el entrecruzamiento, un aumento en la integracion seria favorecido de igual
manera. Esto situaria a las plantas ante dos escenarios que pueden resultar ventajosos. En un primer escenario,
dentro del gradiente de variaciéon en que los valores promedio de integracién floral pueden observarse, la
intensidad de covariacién entre rasgos puede provocar que las plantas sean mas efectivas en lo que se refiere a la
funcién masculina (exportacion) si se favorece el transporte de polen entre plantas. Asimismo, considerando la
proporciéon de autocruza presente en la poblacién de T. velutina, altos niveles de integraciéon podrian resultar
ventajosos especificamente sobre el componente sexual femenino (recepcién) si el transporte intraindividual
(geitonogamia) se incrementa. En otro escenario, las plantas con niveles bajos de integracién incrementan la
entrecruza y disminuyen la geitonogamia en términos de la funcién femenina (recepcién), mientras que su
patréon de exportacion (funcidon masculina) favorece el flujo polinico entre flores de la misma planta.

Como se muestra en la figura 11, la integracion floral podria implicar para las plantas disminuir el costo
del desperdicio de polen mediante una reduccion en la probabilidad de que cierta fraccion del polen exportado
se dirija hacia flores de la misma planta. De esta forma las flores mas integradas disminuyen su exportacién en
lo que se refiere a la geitonogamia (linea verde soélida) y podrian reducir mediante la integracion floral el
desperdicio de polen, una de las principales desventajas que implica este patrén de apareamiento (Harder et al.,
2000, Liao y Harder, 2014). Si la seleccién favorece un sesgo fuerte en el sistema de apareamiento hacia la
autogamia, resultaria ventajoso tener una baja integracion floral que incremente la geitonogamia. Dicho de otra
forma, en plantas como T. velutina, al considerar su sistema de apareamiento y el bajo costo de la cosexualidad,
la poca integracion floral resulta favorable. Por otra parte, si la selecciéon actia de forma intensa para

incrementar la entrecruza en esta poblacidn, se favoreceria un aumento en la integracion floral.
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Uno de los grandes retos al caracterizar el valor de la integracion floral consiste en identificar los
mecanismos a través de los cuales se condiciona el movimiento de polen (Alcantara et al., 2013). Al respecto se
ha planteado histéricamente que la correspondencia morfologica entre el cuerpo de los polinizadores y las
partes florales pudieran ser determinantes sobre la manera en la que éstos remueven el polen de las anteras y
posteriormente lo depositan sobre los estigmas (Berg 1960). Otros estudios han explorado la posibilidad de que
la integracion se asocie con la composicion y diversidad de polinizadores, visitantes florales o bien, que influya
de alguna forma en el patrén de forrajeo por parte del polinizador y el subsecuente intercambio polinico
(Anderson y Busch, 2006; Gonzalez et al., 2014). Considerando la gran proporciéon de autogamia en esta
poblacidn, es posible que los polinizadores habituales de T. velutina manipulen a las flores por un tiempo
suficiente que le permita a la planta, dada su arquitectura, depositar mayor cantidad de polen sobre el cuerpo
del insecto y asi incrementar la probabilidad de exportacién y/o recepcion subsecuente.

En este estudio se observéd que plantas con valores altos de integracién invirtieron menor cantidad de
recursos en la produccién de néctar (fig. 10a, b). Es posible que la integracidn, al incrementar la eficiencia en el
transporte, permita a las plantas reducir la inversién en recompensa ya que con menor tiempo de manipulacién
de la flor se lograria la exportacién exitosa del polen. Esta explicacién coincide con lo reportado para
Alstroemeria lightu, donde los polinizadores invierten menor tiempo manipulando las flores en poblaciones
con mayor integracién floral (Gonzdlez et al, 2014). Asimismo, una mayor integracién asociada con menor
cantidad de recompensa promoveria que los polinizadores incrementaran sus tasas de visita. Esta es una
posibilidad interesante si se considera que tal patrén de forrajeo en abejas es comin (Waddington y Gottlieb,
1992; Cnaani et al., 2006), de tal forma que la atracciéon de polinizadores junto con la ventaja que confieren los
mecanismos al promover la eficiencia en el transporte de polen resulten importantes en el éxito reproductivo
(Kulbaba y Worley, 2012).

La integracion floral puede no ser un mecanismo asociado necesariamente con la cantidad total de
polen que se transporta sino con su direccién; es decir, con el patrén en el que los polinizadores mueven los
gametos entre flores. De esa forma, como predice la hipétesis de Berg (1960) y se observa en este estudio, la
integracion floral serfa un rasgo relacionado con el sistema de apareamiento. Especificamente, las correlaciones
labiles entre rasgos florales (bajos niveles de integracién) podrian estar presentes en aquellas plantas cuya

proporcién de autogamia es mayor (Anderson y Busch, 2006). Los resultados obtenidos en este estudio
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sugieren que las flores mds integradas estan involucradas en una mayor exportacién de polen entre plantas
(entrecruza). Para determinar el mecanismo que influye en esta asociacién podria ser ttil la caracterizacion del
comportamiento del polinizador durante el forrajeo.

Los resultados mostrados en la figura 11 que indican que la exportacién de polen de geitonogamia se
incrementa en funcién de la mayor integracion floral, podrian corroborarse a partir de un diseflo experimental
que considere el comportamiento de forrajeo del polinizador y arroje informacién valiosa sobre los
mecanismos subyacentes en la dindmica de la polinizacién en asociacién con la integracién floral. El patrén de
forrajeo suele depender de la evaluaciéon del menor costo posible para el polinizador (Waddington y Gottlieb,
1990). En este sentido, se ha observado que el volumen de néctar en una flor influye de forma importante en el
tiempo de forrajeo en abejas. Si existe en T. velutina un patrén similar al encontrado por Gonzalez et al. (2014)
en el que las flores mas integradas reciben visitas menos prolongadas por parte de los polinizadores, se podria
poner a prueba la hipdtesis funcional que relacione la integracion floral con el comportamiento de forrajeo del
polinizador. Segtn el razonamiento anterior, las plantas poco integradas de T. velutina, que producen a su vez
abundante néctar, recibirian a polinizadores cuya eleccién de forrajeo podria sesgarse a mantenerse en la
misma planta, entre flores que ofrecen un volumen y cantidad total de aztcar similares.

El claro sesgo del sistema de apareamiento que presenta T. velutina sugiere que las presiones de
seleccion impuestas hasta ahora han favorecido la autogamia. Una explicaciéon posible para este resultado es la
ventaja que la poliploidia, derivada de la historia evolutiva de T. velutina desde poblaciones ancestrales
heteromérficas (Barrett, 1978, Truyens et al., 2005), confiere al reducir los costos de este sistema de
apareamiento (Charlesworth y Charlesworth, 1987). Ecolégicamente, como se menciond anteriormente, la
variacion en la integracion floral podria ser un mecanismo que favorezca la autogamia de forma indirecta.

Los patrones de comportamiento del polinizador al manipular las flores pueden modular la evolucion
de las estructuras florales mediante la efectividad de transporte que corresponda al sistema de apareamiento o
segun las implicaciones de dicho comportamiento sobre el flujo polinico (Sletvold y Agren, 2014). Por ejemplo,
si el sesgo conductual de la abeja se relaciona con tiempos cortos de manipulacién de las flores (Sanderson et
al., 2006), podria existir una presién intensa a favor de una mayor integracion floral (Gonzalez et al., 2014). Si

por el contrario la selecciéon actuara a favor del aumento en el volumen y aztcar del néctar floral o sobre el
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transporte de polen intraindividual que incremente la autogamia, los valores bajos de integracién floral serian
ventajosos. Los resultados mostrados aqui no son suficientes para ahondar en esa hipdtesis por el momento.

Sin duda, estudios que aborden la conducta de los polinizadores durante el forrajeo y manipulaciéon de
las flores podrian dar luz sobre cdmo se conforman las presiones selectivas a las que finalmente estaran
sometidos los rasgos florales y la intensidad de sus asociaciones, asi como sobre la variedad de interacciones en
las que se lleva a cabo la polinizacién y sus mecanismos (Armbruster et al., 2009). Una vez mostrado que la
integracién influye en el sistema de apareamiento se podria avanzar en el estudio de una posible asociacién
entre la variacién en la recompensa y su efecto en el transporte de polen. Esto permitiria conocer con mayor
detalle los mecanismos que pueden dar cuenta de la asociacion entre la integracién floral y el patrén en el que se
mueve el polen en la poblacion.

La integracion floral es un cardcter complejo cuyo valor funcional tiene dos aristas que apuntan hacia el
transporte de polen asi como a la magnitud de las correlaciones que la conforman. Por un lado la baja
correlacién entre atributos florales permite, mediante una recompensa atractiva para el polinizador como es la
cantidad total de azticar contenido en un gran volumen de néctar, afinar la funcién femenina (recepcion) e
incrementar el transporte de polen intraindividual. La alta correlacién entre rasgos florales, por otro lado,
pareceria tener un rol mas importante sobre la funcién masculina, ajustando la exportacién de tal manera que
se incremente el transporte de polen entre plantas. De este modo, mediante variacién en la recompensa y la
covariaciéon en la morfologia de los drganos florales, T. velutina podria sesgar el comportamiento del
polinizador, incidir en su patrén de forrajeo y finalmente promover un patrén particular de transporte de polen
que le resulte beneficioso en determinados contextos ecologicos.

La integracion floral no implica que exista necesariamente una morfologia caracteristica asociada a
valores altos o bajos de este caracter en lo particular. En otras palabras, plantas con alta o baja hercogamia, de
estilos y estambres largos o cortos, podrian resultar mas o menos integrados de forma indistinta. Esto se debe a
que no existe asociacioén entre la hercogamia y la integracion floral o entre ésta y la variacién en la longitud de
los caracteres sexuales (estilos y estambres). La incidencia y relevancia de la integracién floral radica en que
dentro de las poblaciones, al existir variacién suficiente en algunos de sus rasgos, la integracién opera para
estructurar dicha variacién en patrones determinados debido a que distintos elementos fenotipicos pueden

estar regulados por los mismos genes (Hallgrimsson et al., 2009; Smith, 2015).
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En términos generales y como se muestra en este estudio, los patrones de covariacién entre atributos
florales pueden incidir en ultima instancia sobre la forma en la que se transporta el polen entre las flores, con
mediacién de los polinizadores. Esto podria ocurrir mediante su patrén de forrajeo impulsado por las
diferencias en el volumen de néctar y cantidad total de azticar en éste. Asi, el polen es depositado sobre el
cuerpo del insecto y posteriormente transportado de una forma que podria ser ventajosa para la planta. Como
se ha mostrado en numerosos estudios, un gran numero de factores como la morfologia, densidad floral,
estructura de la recompensa y otros, inciden en el comportamiento de los polinizadores (Benitez-Vieyra et al.,
2006; Ishii y Harder, 2006; Liu et al., 2007; Makino et al., 2007).

En conjunto, los resultados de este estudio sugieren que el movimiento de polen mediado por
polinizadores, especificamente en lo que corresponde a exportacion de polen, es un factor que incide de forma
importante sobre la integracion floral y viceversa. Las presiones selectivas que promuevan la integracién
podrian incrementar a su vez la proporciéon de entrecruza presente en la poblacién via la funcién sexual
masculina (exportacién). De esta manera la funcién masculina podria influir de forma mas intensa en la
integracion floral en la poblacién mediante un mecanismo que involucre por un lado la variacién en algunos
componentes de la recompensa floral y por otro, en términos mas generales, el comportamiento del polinizador
durante el transporte de polen. La integracién floral podria ejercer un efecto sobre el sistema de apareamiento
mediante distintas vias. Primero la variacién en la recompensa, luego las implicaciones que la magnitud de ésta
tiene sobre el comportamiento del polinizador durante el forrajeo, y la arquitectura floral que determine
finalmente los patrones de transporte de polen y el éxito reproductivo a este nivel. En conjunto, dichos factores
podrian operar de forma coordinada para modular la variacién y covariaciéon en los rasgos florales, y este

mecanismo a su vez, influir sobre el sistema de apareamiento.
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Anexo

Protocolo de tincién de granos de polen de T. velutina

Materiales

*  Colorantes en polvo:
Safranina (C.I. 50240)
Verde rdpido (C.1. 42053)
Azul de metileno (C.I. 52015)
*  Etanol 95°
*  Agua destilada
*  Probeta 25 ml
*  Balanza
*  Agitador magnético
*  Vaso de precipitado 100 ml

*  Pipeta Pasteur

Método

1. Preparacién de colorantes

COLORANTE ROJO
Solucién madre
Safranina, 1g

Agua destilada, 15.5 ml

Mezclar la solucién madre con etanol 95° (1:1)
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COLORANTE VERDE
Solucién madre
Verde rapido, 1g

Agua destilada, 15.5 ml

Mezclar la soluciéon madre con etanol 70° (1:1)

COLORANTE AZUL
Solucién madre
Azul de metileno, 1g

Agua destilada, 15.5 ml

Mezclar la solucién madre con etanol 70° (1:1)

2. Tincion de polen

Comenzar el procedimiento después de la dehiscencia de las anteras.
* Tomar tinte preparado con una pipeta.
* Presionar ligeramente hasta que parte de la gota del colorante salga por la boca de la pipeta.
* Colocar la boca de la pipeta sobre una antera sin verter la gota, intentando embeberla con el tinte sin
gotearlo sobre ésta.

* Limpiar la pipeta completamente al repetir el procedimiento con el resto de las anteras.

NOTAS:
* Dejar secar por completo antes de exponer a los polinizadores (una hora aproximadamente) para evitar
conglomerados de polen teflido.

* Evitar tefir el filamento o cualquier otro érgano floral.
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Figura 12. Tincién de granos de polen en T. velutina

Figura 12. Tincién de polen en T. velutina. A: Procedimiento general de tincién. B: Anteras teflidas con safranina. C: Anteras telidas

con azul de metileno. D: Anteras tefiidas con verde rapido.
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