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Resumen

Debido a que las especies didicas representan entre el 6 y 7% del total de angiospermas se han
descrito ventajas y desventajas de este sistema reproductivo. Ademas se ha discutido la hipdtesis de
que existe una preferencia por parte de los polinizadores hacia las flores masculinas. Este fenémeno
reduce la posibilidad de las hembras de ser polinizadas, disminuyendo su exito reproductivo y
consecuentemente aumentando el riesgo de extincion de las especies didicas. En este trabajo se
describid la fenologia floral, se evalud la hipétesis de preferencia de los polinizadores hacia las
flores masculinas y se hicieron estudios morfolégicos de las flores, en una poblacién de la especie
didica Erythroxylum rotundifolium localizada en la estacion de Biologia Chamela- Cuixmala,
Jalisco. El periodo de floracion fue de 3 meses con una marcada asincronia. EI nimero de botones y
flores no mostrd diferencias entre sexos, pero con respecto al tamafio si se encontraron diferencias
significativas (F114= 5.9, P = 0.03, F114= 14.18, P = 0.0024; para el numero de botones y flores,
respectivamente). Se encontraron diferencias en el numero de visitas en funcion al sexo, al tamafio
y al nimero de flores (R?*= 0.64, P = 0.0005). Los resultados mostraron que los polinizadores
visitan con mayor frecuencia las plantas femeninas, sin embargo existe una limitacion de polen que
limita la fecundidad de las hembras (y°= 23.83, P < 0.0001).

Por otra parte, las flores femeninas producen anteras atroficas durante su desarrollo mientras que las
flores masculinas producen un pistilodio atrofiado. En las flores femeninas el tejido nectarifero se
localiza en la parte externa del ovario. En lo que respecta a las flores masculinas el tejido
nectarifero se encuentra en el pistilodio. El tejido estd dispuesto de manera muy similar al de las
flores femeninas, sin embargo a nivel histol6gico no presenta la misma organizacion.

Finalmente, cabe mencionar que este estudio se realizé en una fragmento de la poblacion de E.
rotundifolium situada en la estacion de Biologia Chamela- Cuixmala durante un afio
extremadamente seco y seria prudente analizar otras poblaciones para detectar si los patrones

encontrados en este estudio se mantienen o cambian.



Biologia de la reproduccion de una planta didica, en Chamela, Jalisco.
Erythroxylum rotundifolium

Introduccion

En sus trabajos pioneros Darwin describi6 a las plantas didicas como un polimorfismo que
se caracteriza por la presencia de individuos con flores estaminadas (machos), e individuos con
flores pistiladas (hembras) (Sakai y Weller, 1999). Del total de especies de angiospermas que estan
descritas, las especies dioicas representan aproximadamente el 6 0 7% y se encuentran cominmente

asociadas a familias que contienen arbustos de distribucion tropical (Renner y Ricklefs, 1995).

Aunque la mayoria de las angiospermas tienen flores unisexuales, también podemos
encontrar diversos sistemas reproductivos, entre los que destacan el monoicismo, la heterostilia, el
gynodioicismo, y el dioicismo (Opler et al, 1975; Ramirez et al, 1990; Bernal y Ervik, 1995).
Debido a esta diversidad de sistemas reproductivos, se ha dedicado mucho esfuerzo al estudio de la
evolucion de la especializacion sexual asi como al entendimiento de las fuerzas que originan o
mantienen el dioicismo. Una explicacion tradicional y recurrente para entender la evolucién del
dioicismo es que la separacion de los sexos promueve el entrecruzamiento, es decir, la cruza entre
individuos genéticamente distintos (Charlesworth y Charlesworth, 1978; Thomson y Barrett,
1981). Esto deberia resultar en una mayor variacion genética y en una disminucion en la depresion
por endogamia (Bawa, 1984; Charlesworth, 1999). A pesar de las supuestas ventajas del dioicismo,
el porcentaje de especies didicas entre las angiospermas es muy bajo. (Allem, 2004). Este hecho ha
llevado a la conclusion de que el dioicismo no es un modo reproductivo particularmente ventajoso
(Bawa, 1980; Vamosi y Otto, 2002; Vamosi y Vamosi, 2005; Abarca y Dominguez, 2007). A pesar
de que el dioicismo evita la endogamia uniparental, no evita la endogamia biparental que puede
ocurrir si el vecindario genético estd compuesto por parientes cercanos y el flujo génico es
restringido entre ellos (Gusson et al, 2005). Aun cuando la endogamia biparental no ha sido
ampliamente documentada suponemos que su efecto en las especies didicas debe ser considerable
(Maki, 1993; Collevatti, et al, 2001). Por ejemplo, una de las consecuencias de la endogamia
biparental es el incremento en la tasa de frutos abortados lo que podria explicar un éxito
reproductivo bajo en relacion al resto de las especies de angiospermas (Van Rossum et al, 2002).

Aln cuando el dioicismo no evita la endogamia biparental, este sistema reproductivo ha

evolucionado en repetidas ocasiones entre las angiospermas. Una posible explicacion radica en la



seleccion sexual y su relacién con los polinizadores (Vamosi y Otto, 2002). Diversos estudios
realizados en especies monoicas y didicas apoyan la idea de que los polinizadores prefieren a las
flores masculinas debido a que es el sexo que ofrece mayor recompensa y que es mas Vvistoso
(producciéon de polen y o néctar) (Baker, 1984; Bierzychudek, 1987; Delph y Lively, 1992;
Charlesworth, 1993; Agren et al, 1999; Ashman, 2000). Esta observacion se ha explicado como el
resultado de la seleccion sexual, ya que las flores femeninas requieren de menos visitas para
maximizar su éxito reproductivo, mientras que las masculinas necesitan muchas mas visitas para
donar todo el polen. Llevado al extremo éste fendmeno reduciria la posibilidad de las hembras de
las especies didicas de ser polinizadas y por lo tanto reduciria su éxito reproductivo (Bawa, 1980b;
Eckhart, 1999; Skogsmyr y Lankinen, 2002; Vamosi y Otto, 2002) y aumentar el riesgo de
extincion de las especies didicas (Vamosi y Vamosi, 2005).

Para explicar como es que el dioicismo se establece a pesar de las desventajas que presenta
este sistema reproductivo se han propuesto varias hipétesis. Estas hipdtesis explican la aparicion del
dioicismo, ya sea directamente del hermafroditismo, o a través de la via androdidica, ginodioica,
mondica, 6 de la heterostilia (Bawa, 1980 a; Ross, 1982; Webb, 1999). Estas rutas se pueden
agrupar en dos, aquellas en las que un mutante estéril (macho o hembra) invade una poblacion
hermafrodita estableciendo un dimorfismo (ginodioicismo o androdioicismo), y aquellas en las que
la seleccién actla sobre dimorfismos ya existentes en especies cosexuales (heterostilia y
heterodicogamia) (Webb, 1999). En concreto, se han propuesto cinco rutas evolutivas a través de
las cuales se podria establecer el dioicismo en plantas (Bawa, 1980a; Webb, 1999).

Una de las rutas de evolucion hacia la diecia propone que ésta se originé directamente a
partir del hermafroditismo. Se sugiere que, para que esto ocurra, es necesaria la aparicion de dos
mutaciones, una que esterilice la funcion masculina y otra la femenina (Ross y Weir, 1976). Por
otro lado, algunos autores sostienen que la esterilidad puede ser parcial asumiendo que los 6vulos y
el polen tienen diferente fertilidad en distintos individuos. La aparicion de esterilidad parcial
implica que aun siendo hermafroditas las plantas ganan mayor adecuacién por alguna de las dos
funciones sexuales. Esto puede ocurrir a través de la modificacion en la cantidad y 6 la calidad de
polen o calidad de las semillas. En este caso las plantas ganan adecuacion por invertir los recursos
en una sola funcion sexual. El resultado final de este proceso seria la evolucion de la separacion
total de los sexos. Es asi como la evolucion de la diecia se puede originar directamente a partir de
una poblacion hermafrodita donde las mutaciones para esterilizar la funcion masculina y femenina
son simultaneas (Bawa, 1980a; Dominguez e Avila-Sakar, 2002).

Otra ruta evolutiva puede ocurrir a través de la via ginodiodica, como en el caso de la especie

Wurmbea dioica (Barrett, 1992). En esta ruta se ha propuesto que es necesario el establecimiento de



un mutante estéril de la funcion masculina (hembra) en una poblacion cosexual (Webb, 1999). Para
compensar la pérdida de la funcién masculina, este mutante tendria que producir al menos el doble
de semillas que los individuos no estériles, funcionando asi como individuo hembra. Aun cuando
los dos morfos produjesen el mismo numero de semillas, el mutante estéril promoveria la
fecundacion cruzada evitando la endogamia (Bawa, 1980a). Por lo tanto, el que las hembras se
mantengan en una poblacion de hermafroditas se debe a que tienen una alta produccion de semillas
que son producto de entrecruzamiento (Ross, 1970; Sakai, et al, 1997). Posteriormente deberia
ocurrir otra mutacion entre las flores hermafroditas, ahora provocando la esterilidad de la funcion
femenina (machos). Este mutante para la funcion femenina deberia incrementar la produccion de
polen en comparacion con los individuos hermafroditas, convirtiéndolos primero en
subhermafroditas masculinos y finalmente en machos. Esta hip6tesis propone que la evolucion del
dioicismo es un proceso gradual en el que la aparicion de las mutaciones es secuencial (Delph,
1990).

Otra via de evolucion del dioicismo es a través del androdioicismo. Esta via difiere de la del
ginodioicismo en que la secuencia propuesta de mutaciones es en el otro sentido (Schultz, 1994).
Una poblacion se puede considerar funcionalmente androdidica siempre que existan dos tipos de
individuos, uno que adquiera su adecuacion mediante la funcion masculina y el otro que la adquiera
por medio de la funcién tanto masculina como femenina (Pannell, 2002). Esto sucede si la
adecuacion que obtienen los machos (estériles para la funcion femenina) es cuando menos del doble
que la adecuacion masculina de las hermafroditas (Charlesworth y Charlesworth, 1978; Pannell,
2002). Sobre esta posible ruta hacia el dioicismo no se tiene mucha evidencia debido a que existen

pocas especies androdidicas estudiadas hasta el momento.

El dioicismo también puede evolucionar a partir del monoicismo. Este sistema reproductivo
consiste en que los sexos estan separados en diferentes flores pero ambas se localizan en un mismo
individuo (Lloyd, 1972; Sakai et al, 1997). La evolucion hacia el dioicismo a partir del monoicismo
implica una pérdida previa de las funciones sexuales en las flores monoicas. Por tanto para producir
un sistema didico sélo es necesario que los morfos diverjan en la produccion de flores masculinas 6
femeninas dentro de un individuo (Lloyd, 1975; Lloyd 1980). Es decir, que las proporciones de
flores en un individuo deben cambiar de tal forma que gradualmente adquiera una sola funcién
sexual (femenina o masculina).

El dioicismo ha evolucionado en repetidas ocasiones por la via heterostilica. Esto ocurre

cuando hay un nivel alto de autofecundacion (o un débil sistema de autoincompatibilidad). En



especies heterostilicas ancestrales, la seleccion natural podria generar la evolucién de la esterilidad
masculina o femenina en uno de los morfos sexuales (Ornduff, 1966). Cuando el dioicismo
evoluciona a partir de la distilia las flores con anteras largas (thrum) generalmente evolucionen en
flores masculinas y las flores de estilos largos (pin) hacia flores femeninas (Muenchow y Grebus,
1989). Esto sugiere que la evolucion de la unisexualidad esté asociada con la accesibilidad hacia los
polinizadores. En resumen, el cambio de distilia a diecia estd probablemente asociado con
modificaciones en los sistemas de polinizacion, pérdida de incompatibilidad (Bawa, 1980a;

Robertson, 1892) y de las interacciones genéticas en los individuos (Dominguez, et al, 1997).

Los polinizadores juegan un papel importante en la evolucion de la separacion de sexos
(Vamosi y Otto, 2002). En particular, en algunas especies existe discriminacion de los polinizadores
hacia las flores femeninas, de tal forma que las flores que producen polen (machos o hermafroditas)
reciben mas visitas (Bawa, 1980b; Charlesworth, 1993; Eckhart, 1999). En el caso de Fragaria
virginiana, una especie ginodidica, las visitas de los polinizadores estan claramente sesgadas hacia
las flores hermafroditas (Ashman, 2000). En el caso de Antennaria parvifolia, que es una herbacea
didica, los polinizadores son capaces de determinar si la flor ofrece polen como recompensa y asi
discriminar a las flores femeninas (Bierzychudek, 1987). Otro ejemplo es el del género mondico
Begonia, donde se presenta una preferencia significativa de los polinizadores hacia las flores
masculinas (Le Corff et al, 1998; Castillo et al, 2002). Este tipo de evidencia se ha usado para
proponer que las hembras de las especies didicas deberian estar limitadas por polen y por lo tanto su
fecundidad seria relativamente baja en comparacién a la de sus ancestros hermafroditas. Este
argumento se ha usado para explicar el hecho de que las especies dioicas sufren un riesgo de
extincion mayor que los clados no didicos (Vamosi y Vamosi, 2005).

En Chamela, Jalisco, habita Erythroxylum rotundifolium una especie didica, arborea,
incluida en la familia Erythroxylaceae, misma que pertenece al orden Linales de la subclase
Rosidae de la clase Magnoliopsida. Esta familia contiene cuatro géneros (Erythroxylum,
Aneulophus, Nectaropetalum y Pinacopodium) y alrededor de 200 especies. Casi todas las especies
pertenecen al género Erythroxylum puesto que tan solo diez estan repartidas en los demés géneros
(Cronquist, 1981). Una fraccion muy pequefia de las especies de la familia son didicas y la mayoria
son heterostilicas. Esta pequefia fraccion de especies didicas representa un fendmeno interesante
para realizar estudios sobre la evolucion de la diecia. En este trabajo se evalud la hipétesis de que

los polinizadores prefieren forrajear en los individuos masculinos de E. rotundifolium, bajo el



supuesto de que las flores masculinas ofrecen mejor recompensa (0 al menos ésta es mayor) que las

flores femeninas.

Debemos considerar la importancia de la Historia Natural como guia en los trabajos
ecoldgicos (Dominguez, 1990) y evolutivos ya que a partir de la Historia Natural de las especies se
pueden plantear estudios con fundamentos y no a partir de suposiciones. Es por esta razon que el
objetivo de este trabajo fue describir la biologia reproductiva de E. rotundifolium en Chamela,
Jalisco para aportar informacion sobre la historia natural de la especie y dar pie a futuros estudios

ecolodgicos y evolutivos.



Método
Sitio de Estudio

La estacion de Biologia Chamela de la Universidad Nacional Autonoma de México se
localiza a menos de 2 kilémetros de la costa del Pacifico en la zona intertropical del hemisferio
norte a 19° 29° N de latitud y 105° 01’ O de longitud (Bullock, 1986; Lott et al, 1987; Noguera et
al, 2002) (Figura 1). De acuerdo al sistema de Kdppen modificado por Garcia (1988) el clima de
Chamela es calido subhimedo con lluvias en verano (Garcia et al, 2002). La temperatura media
anual es de 24.6°C (1978-2000). La precipitacion media anual es de 788mm con una amplia
variacion interanual (de 453mm en 1985 a 1393mm en 1992) (Garcia et al, 2002) que se presenta en
un periodo de cuatro a seis meses (Bullock, 1985; Noguera et al, 2002). Particularmente el afio del
2005 fue extremadamente seco, con una precipitacion anual de 383.21mm, mientras que las
precipitaciones de los afios 2004 y 2006 (651.86mm y 766.42mm respectivamente) fueron
abundantes. Debido al patron estacional de precipitacion, el tipo de vegetacién predominante es la
selva baja caducifolia (De Ita-Martinez y Barradas, 1986; Janzen, 1988; Lott, 1993). La estacion se
localiza principalmente en lomerios de suelos someros (Lott, 1985; Pennington y Sarukhan, 1998).
Existe una gran diversidad en la composicion de especies (Lott et al., 1987), asi como variantes de
ésta debidas a la heterogeneidad del ambiente, y a las diferencias en profundidad y calidad del suelo
(Lott, 1993).
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Figura 1. Mapa de localizacion de la estacion de Biologia Chamela- Cuixmala. Tomado de la pagina Web del Instituto de Biologia

Especie de estudio

Erythroxylum rotundifolium pertenece a la familia Erythroxylaceae que contiene 4 géneros
y alrededor de 200 especies. En la region de Chamela estan representadas tres especies de esta
familia: E. havanense E. mexicanumy E. rotundifolium.

Aun cuando en los listados floristicos de Chamela, E. rotundifolium se ha descrito como un
arbusto de 1 a 4 metros de alto con un sistema reproductivo hermafrodita distilico (Lott, 2002), ésta
especie alcanza mas de 5m de altura y su sistema reproductivo es didico. Esta especie presenta un
crecimiento arbéreo y tiene con un promedio de 25.7 cm? de 4rea basal y alturas de hasta 7 u 8
metros. Sus hojas son alternas, las flores son axilares presentes generalmente en fasciculos, blancas,
con cinco pétalos y apéndice ligular en la cara interna, con un tamafio de entre 4 y 7 mm. El gineceo
tiene un estilo con tres estigmas (tres carpelos unidos formando un ovario sincarpico con tres
I6culos) y el androceo tiene 10 estambres repartidos en dos verticilos colocados en dos niveles de
cinco estambres cada uno. E. rotundifolium es una especie didica con vestigios de androceo y del
gineceo (en flores femeninas y masculinas, respectivamente). Para su polinizacién requiere de
vectores biologicos. Los frutos son rojos, carnosos de olor que sugiere un sabor agrio y contienen

una sola semilla (Cronquist, 1981; Angélica Martinez B. obs. per.). Su distribucion es tropical y



subtropical (Sharp, 1953) con presencia desde las Bahamas, Antillas y de México a Costa Rica
(Burger et al, 1993).

Seleccion de individuos

En septiembre de 2005 se localizaron todos arboles reproductivos de E. rotundifolium que
tuvieran botones florales en un &rea de al menos 5 hectareas. A pesar de contar con muchos
ejemplares adultos (aproximadamente 50), los individuos que se ajustaron a nuestro criterio de
analisis fueron en total 16, de los cuales 8 fueron hembras y 8 machos. El criterio para incluir a una
planta consistio en que tuviera al menos 30 botones florales. Los arboles fueron numerados de
acuerdo a su localizacién en los senderos Chachalaca y Tejon, dentro de la estacion de biologia
Chamela, asi como en relacidén a la cercania con otros individuos de la misma especie. Este estudio
se realizo principalmente en el sendero Chachalaca donde se encontraron 13 individuos, mientras
que en Tejon se hizo el seguimiento de tres individuos (dos hembras y un macho). Por ser arboles
de gran tamafo se escogieron tres ramas de cada individuo (Kearns e Inouye, 1993). El tamafio de
las plantas se estimd por medio del area basal. En todas las plantas se midio el diametro del tronco a
la altura del pecho (DAP) con un vernier digital (marca Mitutoyo) o con una cinta métrica midiendo
el perimetro. En caso de presentar varios troncos, el area basal se estim6 sumando el DAP de todas
las ramas de un individuo (Dominguez, 1990). De las tres ramas seleccionadas se midié el diametro
en la zona de interseccion con el tronco. Estas mediciones se llevaron a cabo con un vernier digital.

Cada rama fue marcada para conservar su identidad a lo largo de la temporada reproductiva.

Conteo de botones, flores y frutos (fenologia floral)

Con el fin de describir la fenologia floral de E. rotundifolium se realizaron conteos de
botones florales, flores y frutos (en el caso de las hembras) en las tres ramas seleccionadas en cada
uno de los 16 arboles. Estos conteos se realizaron a lo largo de 50 dias consecutivos, desde inicios
de septiembre hasta finales de octubre del 2005. Adicionalmente, en cada uno de los individuos se
marcaron botones que no se encontraran en las ramas seleccionadas para evaluar la duracion de las
flores. Se registrd la apertura de las flores cada dia (Kearns e Inouye, 1993; Le Corff et al, 1998).
Para evitar que los frugivoros u otros animales removieran los frutos maduros, las ramas fueron

embolsadas con bolsas de tul cuando la etapa de floracion habia concluido.



Observacion y captura de visitantes florales

Durante seis dias consecutivos se hicieron observaciones desde las 8:00 hasta las 15:00
horas. Sin embargo, al cabo de cuatro dias se decidio recorrer el horario debido a la ausencia de
visitantes antes de las 9:00, por lo que las observaciones empezaron a las 8:45. En cada censo se
registro el tiempo de visita asi como el nimero de visitas. Se consideraron como polinizadores a los
visitantes florales que rozaban las anteras 6 estigmas, asi como los que tenian alguna actividad en
las flores, ya fuera blasqueda de néctar o de polen (Delph y Lively, 1992). De esta forma se
realizaron observaciones y anotaciones del nimero de flores visitadas (tasa de visita), asi como la
duracién de la visita (tomado con crondémetro) (Kearns e Inouye, 1993). Estas observaciones se
realizaron en lapsos de 10 minutos, procurando hacer un conteo completo del nimero de visitas en
las tres ramas seleccionadas (Le Corff et al, 1998). Para lograr que todas las plantas fueran
observadas en distintas horas se realizaron sorteos de parejas (hembra y macho) y horarios de
observacion (desde las 8:00 u 8:45 hasta las 15:00 horas.). Para identificar a los visitantes florales
se realizaron colectas y al final de las jornadas los insectos fueron montados en agujas

entomoldgicas (Kearns e Inouye, 1993; Enrique R., obs.per.).

Colecta de frutos y siembra de semillas

Se colectaron todos los frutos producidos por las plantas hembra (n= 447). Se consider6 que
los frutos estaban maduros cuando el color cambid de verde a rojo intenso (Dominguez, 1990). La
pulpa fue retirada y las semillas se pusieron a secar al sol por un periodo de 2 a 3 horas, después del
cual se sembraron en vasos de plastico con un agujero en la base para permitir el filtrado del agua.
Cada fruto contiene una sola semilla. Todas las semillas fueron medidas (largo y ancho) con un
vernier digital (marca Mitutoyo). Las semillas fueron sembradas superficialmente en tierra de rio de
Cuixmala y regadas regularmente durante dos meses y medio. Cada vaso fue marcado con un
numero que corresponde a las medidas tomadas de las semillas. Después de los dos meses y medio
el riego se suspendio para simular la época de secas y las semillas se dejaron en el mismo sitio hasta

la temporada de lluvias del 2006 cuando fueron nuevamente regadas.



Polinizacion artificial

Para determinar si la actividad de los polinizadores limita la produccion de frutos se
realizaron experimentos de polinizacion artificial (Delph y Lively, 1992; Kearns e Inouye, 1993; Le
Corff et al, 1998). Para ello se escogieron tres hembras que tuvieran botones en ramas que no
estuvieran marcadas. Las ramas fueron embolsadas y las flores y frutos inmaduros presentes fueron
removidos, tanto de machos como hembras. Se embolsaron las ramas para evitar el posible arribo
de polinizadores al momento de la apertura de las flores (Kearns e Inouye, 1993). Excluyendo las
flores de esta manera es posible determinar si ocurre polinizacién edlica, ya que los orificios de las
bolsas de Tul miden cerca de 1000 x 1090 um mientras que el polen mide en promedio 20 x 18 um
(obs per.).

Las ramas embolsadas designadas para la polinizacion artificial se revisaron diariamente en
el transcurso de la mafiana. Al ocurrir la apertura de las flores de ambos sexos se procedid a cortar
flores masculinas, tomar las anteras con la ayuda de pinzas y rozarlas contra los estigmas de cada
flor femenina que hubiera abierto (Kearns e Inouye, 1993). Se polinizaron artificialmente todas las
flores femeninas que abrieron dentro de las bolsas (n = 127). Cada polinizacion fue realizada con

anteras de un macho por dia (aquel que tuviera flores en antesis).

Deteccién morfoldgica de nectarios

Dado que las flores de ambos sexos producen un liquido dulce (obs. Per.) se procedid a
determinar la presencia de nectarios asi como realizar un analisis morfologico entre flores
femeninas y masculinas. Para este fin se colectaron flores de individuos hembra y macho. Las
ramas de donde se colectaron las flores fueron cubiertas con bolsas de tul para evitar el contacto de
los polinizadores. Un total de 80 flores, 38 femeninas y 42 masculinas fueron colectadas y fijadas
en FAA (a partir de Berlyn y Miksche 1976, tomado de Kearns e Inouye 1993: 10ml de
formaldehido (34 - 40%), 50ml de alcohol etilico al 95%, 5ml de &cido acético, 35ml de agua). De
estas flores, 30 (12 femeninas y 18 masculinas) fueron seleccionadas para hacer cortes de 9 micras
y se observaron con microscopio para determinar la presencia de camaras nectariales en ambos
sexos. Las flores después de la fijacion deben ser deshidratadas pasando por gradientes de alcohol,
dejandolas 1 hora. Primero se las coloca en alcohol al 30%, luego al 50%, al 70% (que es el unico
paso en el que se pueden quedar por mas tiempo), posteriormente al 85%, al 96% y por dltimo al

100%. Después de este proceso de deshidratacion las flores se colocan en xilol puro durante media



hora y posteriormente en xilol- paraplast (parafina pura) (proporcion 1:1) por 24 horas. El xilol
sustituye al alcohol y al mismo tiempo es compatible con el paraplast. A partir de este paso las
muestras deben estar en estufa con una temperatura entre 58° y 60°C. Al pasar las 24 horas en xilol-
paraplast, las muestras se colocan en paraplast puro por 24 horas. El paraplast entra en el tejido
completamente sustituyendo al xilol. Una vez transcurridas las 24 horas se colocan las muestras en
cubos para su posterior corte. En los cubos de paraplast se forma una pirdmide con el tejido en
medio. Se define el tamafio de los cortes, que para este caso fue de 9 y 7 micras. Los cortes de 9
micras se procesaron con la tincion safranina (metilcelosolve) — verde rapido (metilcelosolve).
Primero es necesario eliminar el paraplast metiendo los cortes a la estufa por media hora. A
continuacién se colocan los cortes durante tres minutos en xilol, se repite en otro recipiente con
xilol, luego xilol con alcohol al 100%, alcohol al 100%, alcohol al 96% y por Gltimo en safranina.
Las preparaciones deben permanecer en la safranina cuando menos 7 horas y un maximo de 24
horas. A continuacion se enjuagan las preparaciones pasandolas por un goteo primero de alcohol y
acido picrico, luego con alcohol al 96% con amoniaco, seguido de alcohol absoluto. Posteriormente
se agrega un segundo colorante el verde rapido, aceite de clavo y por ultimo xilol con alcohol y
aceite de clavo. Se les da un ultimo lavado con xilol. Se montan las preparaciones en balsamo de
Canada. Para lograr un mejor secado las preparaciones se colocan en una estufa por 24- 48 horas.
Finalmente las preparaciones se analizan en el microscopio y de los mejores cortes se toman
fotografias.

Los cortes a 7 micras se procesaron para seguir la técnica histoquimica de acido peryodico-
reactivo de Schiff (APS, polisacaridos insolubles). Con esta técnica se tifien polisacaridos
insolubles y es posible identificar las zonas de concentracién y por lo tanto de produccion de néctar.
Se desparafinan las muestras previamente cortadas y colocadas en los portaobjetos llevandolas
hasta agua. Se colocan en la estufa media hora y luego por tres minutos en cada concentracion de
xilol, xilol-OH 100%, OH 100%, OH 96%, OH 86%, OH 70%, OH 50%, OH 30%, agua. Se les
coloca &cido peryoddico por 15 minutos y posteriormente se enjuaga con agua y se aplica el reactivo
Schiff por 15 minutos. Al término de este tiempo se enjuagan las muestras con agua, se lava con
acido acetico al 2% por un minuto (para evitar la formacion de cristales). Se deshidrata hasta xilol,
se pasan tres minutos por agua, OH 30%, OH 50%, OH 70%, OH 86%, OH 96%, OH 100%, xilol-

OH 100%, xilol. Finalmente se montan en balsamo de Canada.

Por ultimo, se procesaron los gineceos de las flores femeninas y sus remanentes en las flores
masculinas de flores del mismo y de distintos individuos para ser observados al microscopio

electronico de barrido segun la técnica de Lopez et al (2005). Este proceso consiste en una



deshidratacion durante dos horas en cada concentracion de alcohol 30%, 50%, 70%, 86%, 96%,
100%. Posteriormente se llevan las muestras hasta punto critico, se montan en barriles. Se bafian en
oro y se colocan las muestras en el porta muestras del microscopio electrénico de barrido (MEB)

para su observacion.



Resultados
FENOLOGIA Y POLINIZACION

Diferencias entre machos y hembras

Se encontraron un total de 50 machos y hembras adultos de E. rotundifolium en una
proporciéon de uno a uno. Aln cuando todos los individuos tienen un tamafio en el cual ya son
reproductivos, tan solo 16 arboles se encontraban floreciendo en ese momento. Algunas hembras ya
tenian frutos por lo que inferimos que su floracidn, asi como la de otros machos fue antes de nuestra
llegada. Los individuos pueden florecer entre 12 y 40 dias consecutivos y se estimé que el periodo
de floracion de todos los individuos en el sitio de estudio, fue de aproximadamente 3 meses. La
mayoria de los individuos reproductivos al momento del estudio se ubic6 en categorias de tamafio
relativamente bajo (0-50 cm’ de &rea basal). Un porcentaje muy pequefio de los individuos
estudiados sobrepasé este tamafio (Fig. 2). No hubo diferencias significativas en el tamafio entre

machos y hembras.
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Figura 2. Distribucion de tamafio (&rea basal) de individuos masculinos y femeninos de E. rotundifolium en Chamela,
Jalisco.

Para examinar como varia el nimero de botones y flores en funcion del tamafio y del sexo, se
realizaron dos analisis de covarianza (ANCOVA). En éstos analisis se incluyé el nimero de botones

o flores como variables dependientes, mientras que el tamarfio, el sexo y su interaccion fueron



medidas como variables independientes. Ambos modelos explicaron un porcentaje importante de la
variacién en el nimero de botones (R*= 0.41) o flores (R*= 0.53). Los resultados de éstos analisis
indican que el nimero de botones (F114= 1.91, P = 0.19) o flores (F114= 0.79, P = 0.38) de una
planta no depende de su sexo, pero si de su area basal (F114= 5.9, P = 0.03, Fy14= 14.18, P =
0.0024; para el nimero de botones y flores, respectivamente). La interaccion entre sexo y area basal
no fue significativa en ninguno de los dos casos. En otras palabras, la relacion entre el nimero de
flores o botones florales y el tamafio del area basal es igual en los dos sexos.

Por otro lado, la fenologia floral fue distinta entre los individuos femeninos (Fig. 3a) y los
masculinos (Fig. 3b). No existe sincronia entre los sexos, ya que hay momentos en los que hay
fuertes sesgos en la proporcion sexual. A lo largo de 40 dias consecutivos el analisis de la fenologia
floral mostr6 que el porcentaje de flores masculinas en la poblacion es muy variable. Por lo tanto,

las oportunidades de reproducirse exitosamente varian para cada sexo a través del tiempo.
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Figura 3a. Fenologia floral de individuos femeninos
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Figura 4. Produccidn total de flores en antesis masculinas y femeninas por dia; (cociente = (flores masculinas/ flores
masculinas + flores femeninas) *100)



Visitas florales

Los 6rdenes de los animales identificados que visitaron las flores de E. rotundifolium fueron
Hymendptera, Lepidoptera, Diptera y Coledptera. Se realizé un analisis de covarianza (ANCOVA)
para estimar la relacion que tiene el nimero de flores (variable independiente) sobre el nimero de
visitas (variable dependiente). El tamafio y sexo se tomaron como covariables en este analisis para
determinar si tienen un efecto en la atraccion de polinizadores. El anélisis mostré que tanto el
numero de flores y el tamafio, tienen un efecto significativo sobre el nimero de visitas que recibe
una planta (R?= 0.64). Los términos de interaccion entre nimero de flores x sexo y flores x sexo x
tamafio también fueron significativos mientras que todas las demas posibles interacciones no

resultaron significativas (Tabla 1 y Fig. 5a).

Tablal. Analisis de varianza de visitas florales en E. rotundifolium

Fuente de valor gl F P

Numero de flores 1,61 30.66 <.0001
Sexo 1,61 2.09 0.1534
Tamario 1,61 27.89 <.0001
Flores x sexo 1,61 6.08 0.0166

Flores x sexo x tamafio 1,61 13.54 0.0005

Los individuos de mayor talla con alto niamero de flores tienen mas visitas. Sin embargo esta
relacion depende del sexo. Para un mismo tamafio y nimero de flores las hembras experimentan un

mayor nimero de visitas que los machos (Fig. 5a y 5b).
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Figura 5a. Relacion entre el tamafio, el nimero de flores y el nimero de visitas para hembras
de E. rotundifolium
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Figura 5b. Relacion entre el tamafio, el nimero de flores y el nimero de visitas para machos
de E. rotundifolium

Limitacion de polen

Con el proposito de evaluar si la fecundidad de las hembras de E. rotundifolium esta
limitada por el servicio de polinizadores, se comparo la produccion de frutos maduros obtenidos de
manera natural con los obtenidos artificialmente. Las 1321 flores que fueron utilizadas como
control (polinizacion natural) produjeron 489 frutos maduros, es decir que el fruit set fue de 0.37.
En el caso de la polinizacién artificial obtuvimos 65 frutos de un total de 113 flores polinizadas
(fruit set = 0.57). Es decir, la polinizacion artificial increment6 el fruit set en 20% (y*= 23.83, P <
0.0001). Estos resultados indican que la fecundidad de las hembras esta limitada por el servicio de

los polinizadores.
Exito reproductivo

Para evaluar el éxito reproductivo, en términos de produccién de frutos, se hizo un analisis
de covarianza (ANCOVA) considerando el nimero de flores y el tamafio como variables
independientes. Con base en que el nimero de flores y el tamafio fueron determinantes para el
namero de visitas, una hembra que tuviera un alto nimero de flores debiera tener mas frutos. Sin
embargo, el éxito reproductivo de una hembra no depende de su tamafio (F; = 0.403, P =0.55), ni
del nimero de flores (F16= 0.0068, P= 0.93) (R?*=0.45). La interaccién entre ambas variables
tampoco fue significativa (F1 6= 0.404, P= 0.55). Aun cuando las hembras de gran tamafio con un
alto numero de flores tienen mas visitas, la asincronia debe tener un efecto negativo sobre el éxito

reproductivo ya que si no hay donadores de polen aunque existan muchos polinizadores no hay



6vulos fecundados. Este resultado sugiere que son otros los factores que determinan el éxito
reproductivo de las hembras de E. rotundifolium.

Con respecto a la asignacion de recursos para produccion de frutos realizamos una ANOVA
comparando todas las hembras en base a los volimenes promedio de todas las semillas por
individuo. Cada fruto contiene una semilla y se encontrd que el tamafio de las semillas difiere
significativamente entre hembras (R?= 0.66, Fg 435= 141.47, P< 0.0001; Fig. 6).
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Figura 6: Volumen promedio de las semillas de E. rotundifolium en una poblaciéon de Chamela, Jalisco. Las barras
representan el error estandar

El porcentaje de germinacion fue de 22%. Las semillas de E. havanense germinan en un
tiempo aproximado de dos semanas (com. Per. Dominguez) en contraste E. rotundifolium tiene un

tiempo de germinacion de aproximadamente 9 meses después de la siembra.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS DE LAS FLORES
Nectarios

Las flores femeninas producen anteras atr6ficas mientras que las masculinas producen un
pistilodio atrofiado. Estas estructuras aparentemente disfuncionales son consideradas vestigios
evolutivos. El ovario femenino estd compuesto por tres carpelos fusionados (sincarpico) donde so6lo

uno es fértil y por lo tanto solo se obtiene una semilla por fruto (Fig. 7a).



En las flores femeninas el tejido nectarifero diferenciado por su apariencia secretora, se localiza en
la subepidermis de la epidermis externa del ovario (Fig. 7a y 7b). La apariencia secretora se
evidencia puesto que las células estan alineadas, son pequefias con contenido granular denso, los
nucleos son relativamente grandes (segun descripcion de Fahn, 1993) y la prueba de polisacaridos
insolubles sali6 positiva. En las flores masculinas, ain cuando el tejido nectarifero del pistilodio
(atrofiado ya desde la antesis) no presenta la misma organizacion que las células secretoras del
ovario, presentd un resultado positivo a la prueba histolégica de polisacéaridos. La presencia de
células nectariferas se aprecia en la subepidermis de la epidermis externa del pistilodio (Fig. 8a 'y
8b).

Con la técnica histoquimica &cido peryodico- reactivo de Schiff (APS) (polisacaridos
insolubles) es posible identificar el tejido secretor revelando la presencia de azucares. En la base de
los pétalos se aprecia una estructura abultada que asemeja un nectario ya que estos se pueden
localizar en distintas partes de la flor. Esta estructura abultada no es un tejido nectarifero en E.
rotundifolium ya que esta técnica histoquimica no revel6 la presencia de almidones. Por otro lado
en la subepidermis de la epidermis externa del ovario en el caso de las flores femeninas (Fig.7c y
7d) y del pistilodio (ovarioide) para las flores masculinas (Fig. 8c y 8d) si se identifico la presencia

de polisacaridos insolubles.
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Figura 7. Flor femenina. 7a. Corte longitudinal con tincion safranina-verde rapido .Se observan todas las estructuras florales (10x).
7b. Acercamiento a la pared del ovario con células de caracteristicas secretoras con tincion safranina-verde rapido (150x). 7c. Corte
longitudinal de flor femenina con tincion PAS (17x, campo claro). 7d. Acercamiento de la pared del ovario con tincién PAS (200X,
contraste de fases). Ovario (0); estilo (es); pétalo (p); l6culo fértil (If); epidermis exterior (ee); subepidermis (se); nicleo (n);

polisacaridos (ps).
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Figura 8. Flor Masculina. 8a. Corte longitudinal con tincion safranina-verde rapido (10x). 8b. Acercamiento de la pared del pistilodio
con tincion safranina —verde rapido (140x). 8c. Corte longitudinal con tincién PAS (32x, campo claro). 8d. Acercamiento de la pared
del pistilodio con tincion PAS (178x, contraste de fases). Antera (a); filamento (f); pétalo (p); pistilodio (ps); pared externa del
pistilodio (pep); polisacéridos (ps).



Morfologia de machos y hembras

Las flores masculinas en etapa de antesis tienen cuatro pétalos, dos niveles de estambres en
dehiscencia y un pistilodio (Fig. 9a y 9b). El pistilodio esta atrofiado (Fig. 9¢) y las papilas de la
regién estigmoide no estan desarrolladas (Fig. 9d).

Las flores femeninas en antesis tienen cuatro pétalos, un ovario con tres estilos multilobulados (Fig.
10a y 10b). El ovario tiene siempre tres estigmas (Fig. 10c) pero puede tener de uno a mas de tres
I6bulos estigmaticos (Fig. 10d). Esta amplia variacion morfologica entre los estigmas de diferentes
flores, ya sea de distintas plantas, como en flores de una misma hembra no tiene una razon aparente.
No existe un patron morfoldgico establecido para el nimero y forma de los estigmas (Fig. 10b, 10c
y 10d). Mientras que en las flores masculinas se observé una gran similitud entre pistilodios de

distintos machos (Fig. 9c y 9d).

El ovario esta rodeado por una corona del androceo vestigial en el que se pueden apreciar
estambres atroficos (Fig.1la y 11b). Los estambres vestigiales de las flores femeninas no son
funcionales. La apariencia y tamafio de aproximadamente 250 micras (Fig. 11c) difiere de los

estambres dehiscentes de las flores masculinas que miden aproximadamente 525 micras (Fig. 11d).
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Figura 9: Microscopia Electronica de Barrido de la flor masculina. 9a. Etapa de antesis. 9b. Etapa de dehiscencia de anteras. Se
observa el pistilodio. 9c. Acercamiento del pistilodio. 9d. Region estigmoide del pistilodio. Estambre (e); pétalo (p); antera
dehiscente (ad); pistilodio (pi); filamento (f); region estigmoide (re).
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Figura 10: Microscopia Electronica de Barrido de la flor femenina. 10a. Etapa de antesis. 10b. Acercamiento de la flor. Se observan
los 16bulos estigmaticos. 10c. Acercamiento del ovario, estilos y estigmas. 10d. Acercamiento de 3 I6bulos estigmaticos de un estilo.
Ovario (0); pétalo (p); estilo (es); estigma (ea); l6bulo estigmatico (le).
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Figurall: Microscopia Electrénica de Barrido de la flor femenina y anteras masculinas. 11a. Etapa de antesis. Se aprecia un estambre
vestigial 11b. Acercamiento de la flor con estambre vestigial. 11c. Acercamiento del ovario y estambre vestigial. 11d. Acercamiento
de las anteras de una flor masculina en dehiscencia. Ovario (0); pétalo (p); estilo (es); estigma (ea); estambre vestigial (ev); estambre
funcional (ef).



Discusioén

Muchos autores han analizado (teérica y empiricamente) la evolucion del dioicismo y las
ventajas adaptativas que este sistema reproductivo provee a los individuos (Charlesworth y
Charlesworth, 1978; Bawa, 1980 a; Ross, 1982; Renner y Ricklefs, 1995; Sakai y Weller, 1999;
Webb, 1999; Dorken et al, 2002; Skogsmyr y Lankinen, 2002). Se ha propuesto que la evolucién
del dioicismo aumenta los niveles de variacion genética asi como las tasas de entrecruzamiento
evitando la endogamia uniparental (Charlesworth y Charlesworth, 1978; Thomson y Barrett,
1981; Bawa, 1984; Charlesworth, 1999; Webb 1999). Sin embargo, a pesar de que todos los
argumentos que se usan para explicar la evolucion del dioicismo estan basados en ventajas
selectivas, recientemente se ha demostrado que los clados dibicos tienen mayores tasas de
extincion que los clados no didicos (Vamosi y Vamosi, 2005). Esto se ha explicado como una
consecuencia de las diferencias en la conducta de los polinizadores en plantas masculinas y
femeninas (Vamosi y Otto, 2002). Algunos autores han afirmado que debido a la diferencia en
asignacion de recursos (Bullock y Bawa, 1981), las plantas masculinas de especies didicas
producen mas flores en comparacion con las plantas femeninas (Bawa y Opler, 1978). EI nimero
de flores aumenta con el tamafio de la planta (Eckhart, 1999) y una alta densidad de flores
promueve una mayor atraccion de polinizadores (Klinkhammer y de Jong, 1990). Ademas, existe
mucha evidencia que muestra que las flores masculinas ofrecen mayor recompensa (polen y/o
néctar) que las flores femeninas y esto promueve una preferencia por parte de los polinizadores
hacia las masculinas (Bierzychudek, 1987; Delph y Lively, 1992; Charlesworth, 1993; Ashman,
2000; Vamosi y Otto, 2002). Lo anterior supone que si los machos experimentan un mayor
numero de visitas de polinizadores es porque son mas atractivos (color, olor, tamafio, tipo de
recompensa, nimero de flores) y ofrecen recompensas que las flores femeninas no tienen (polen
y en algunos casos proporcion de néctar). En este escenario las flores femeninas experimentarian
pocas visitas 0, en el peor de los casos, ni siquiera recibirian visitas por parte de los
polinizadores. Esta conducta selectiva de los polinizadores no es ventajosa en términos del flujo
génico. Al preferir flores masculinas sélo transportaria polen de macho en macho. Las hembras
no recibirian polen para que sus 6vulos sean fecundados. Si los polinizadores visitan mas las
flores masculinas porque son mas atractivas y ofrecen mayor recompensa, entonces las hembras

estarian en desventaja y esto redundaria en una menor viabilidad a largo plazo de la poblacion.



Este escenario favoreceria que las plantas femeninas tuvieran un mayor namero de flores
que las plantas masculinas. Sin embargo Abe (2001), entre otros autores, apoya la idea de que las
plantas masculinas de las especies didicas producen mas flores que las femeninas (Bawa y Opler,
1975; Beach, 1981; Agren et al, 1999). En este estudio se demuestra que tanto hembras como

machos producen el mismo nimero de flores.

En contraste con la hip6tesis de este trabajo, se encontré que no hay una preferencia de
los polinizadores hacia las flores masculinas. En este caso los polinizadores prefieren las flores
de las plantas femeninas, lo que sugiere que los machos no son mas atractivos. Por lo tanto, si en
Erythroxylum rotundifolium el tamafio y el namero de flores no explican las diferencias en la
atraccion de los polinizadores, entonces la diferencia en el numero de visitas deberd estar
asociado con la produccién (o la calidad) de la recompensa (Ananthakrishnan y Gopinathan,
1998; Bahadur et al, 1998) que parece ser mayor en las hembras. Los estudios morfolégicos de
las flores de E. rotundifolium indican que el tejido secretor que produce el néctar esta asociado a
la pared del ovario. Las flores femeninas tienen una zona nectarifera bien diferenciada y son
capaces de producir néctar (Fahn, 1998). Los estudios histoquimicos en las flores masculinas
revelaron la presencia de azucares en la pared del pistilodio (ovario vestigial), sin embargo este
tejido no presenta el mismo nivel de organizacidn que el tejido secretor del ovario. Este resultado
es muy importante ya que sugiere que la evolucion del dioicismo en E. rotundifolium y en
particular de las flores masculinas (con gineceo no funcional), pudo haber afectado
indirectamente la oferta de recompensas de las flores masculinas ya que el tejido nectarifero esta
asociado al ovario. Este fendmeno podria explicar por qué los machos producen menos néctar y
de menor calidad que las hembras y en consecuencia la baja tasa de visitas observadas en éste
estudio (Rodriguez-Robles et al, 1992; Mitchell, 1993; Salguero-Faria y Ackerman, 1999).

Vamosi y Otto (2002) plantean un escenario en el que las hembras de las especies didicas
son menos atractivas e invierten menos recursos para atraer a los polinizadores que los machos.
Sin embargo los resultados sugieren que este escenario no se cumple en E. rotundifolium. Los

polinizadores no prefieren las flores masculinas, ya que los machos no son mas atractivos ni



ofrecen mejor recompensa (néctar). Por lo tanto los resultados de este estudio no apoyan la
hipotesis de la preferencia de los polinizadores hacia las flores masculinas. Las hembras de E.
rotundifolium al parecer son mas atractivas (néctar) y experimentan mas visitas que los machos.
En esta especie el escenario planteado por Vamosi y Otto tendria una variante en la que los
polinizadores visitan mas las flores femeninas que las masculinas. Si la preferencia hacia las
flores femeninas es muy marcada la eficiencia reproductiva es baja dado que no habria polen con
qué fecundar los évulos. Si los polinizadores visitan desproporcionadamente mas ya sea flores
masculinas o femeninas el flujo génico es deficiente. En si, el que exista una preferencia implica

un problema en cuanto a la eficacia en el entrecruzamiento.

En especies polinizadas por insectos la reproduccion exitosa depende de la eficiencia de
los polinizadores y ésta puede aumentar si hay ligeros cambios en la cantidad de flores
disponibles, es decir que puede haber un forrajeo denso-dependiente como en el caso de E.
havanense (Dominguez y Avila-Sakar, 2002) y E. rotundifolium (A. Martinez, obs. per.). El que
los polinizadores tengan una preferencia a visitar flores femeninas también tiene consecuencias
sobre el éxito reproductivo. Para el caso de E. rotundifolium, en el que las flores femeninas
producen una semilla por fruto, el cociente frutos/flores es una medida de la eficiencia de los
polinizadores. La eficiencia reproductiva es una aproximacion al éxito reproductivo de las
plantas. Con los datos presentados por Stephenson (1981) se estimé que el valor promedio del
fruit-set de 59 especies (con diversos sistemas reproductivos incluyendo el didico) es de 0.13
(1Cp.95= 0.9 - 0.17). De la misma forma Sutherland y Delph (1984) obtuvieron el fruit set para
187 especies (hermafroditas, auto-incompatibles) con un valor de 0.22 (x 0.14), mientras que
para 49 especies diodicas obtuvieron un valor de 0.73 (x 0.18). En este estudio se demostro que la
eficiencia reproductiva de E. rotundifolium es de 0.37, un valor que esta por encima del intervalo
de confianza calculado con base en los estudios de Stephenson (1981) y entre los promedios
calculados por Sutherland y Delph (1984). Incluso al comparar E. rotundifolium con los
resultados obtenidos por Bullock (1985), quien analizd el fruit set para diversas especies
hermafroditas, mondicas y didicas, el porcentaje sigue siendo alto (Dominguez et al, 1997;
Dominguez, 1990). Los porcentajes de fruit-set para especies didicas son altos y E. rotundifolium
parece no ser la excepcion puesto que su fruit-set es mayor que el de especies con sistemas
reproductivos diferentes al dioicismo. Sin embargo la marcada asincronia en la fenologia floral

de la especie, la limitacion por polinizadores y la baja variabilidad genética sugieren que el



dioicismo no necesariamente confiere ventajas reproductivas, aun cuando E. rotundifolium tiene
un éxito reproductivo por encima del promedio de muchas especies con diversos sistemas

reproductivos pero mucho menor al de especies didicas.

Si bien el éxito reproductivo de E. rotundifolium es relativamente alto, existen otros
aspectos que hay que considerar. ElI porcentaje de frutos que maduran es alta de manera natural
pero existe un incremento del 20% cuando las cruzas entre individuos se realizan de manera
artificial. Este porcentaje es similar o inferior al de otras especies que tienen limitacion por
polinizadores o por polen (ver Bierzychudek, 1981; Karoly, 1992) EIl incremento en el fruit set
de manera artificial sugiere que hay una limitacion por polen o polinizadores (Dieringer, 1992).
Esta limitacién de polen se puede relacionar con la fenologia asincronica que presenta esta
especie. La floracién sincronica juega un papel ecoldgico importante ya que determina los
patrones de flujo génico entre individuos de una misma poblacion y entre poblaciones
(Dominguez y Avila-Sakar, 2002). Desde el punto de vista poblacional E. rotundifolium tiene un
comportamiento poco eficiente, puesto que la floracion ocurre por pulsos (asincronia) en los que
ciertos individuos florecen y otros lo hacen posteriormente. Si comparamos E. rotundifolium con
E. havanense, en el mismo sitio de estudio, la sincronia que se observa en E. havanense difiere
completamente con la marcada asincronia en la floracion entre los individuos de E. rotundifolium
(Dominguez, 1990). En E. havanense el periodo de floracion es de 5 a 6 dias (Dominguez, 1990;
Avila-Sakar y Dominguez, 2000; Dominguez y Avila-Sakar, 2002), mientras que el intervalo de
floracion en E. rotundifolium para machos y hembras es amplio, variable y altamente
asincronico. Cada individuo puede florecer de entre 12 y 40 dias hecho que no esta relacionado
con el tamafio del individuo ni con el sexo. Esta marcada asincronia tiene consecuencias
genéticas, ya que los individuos que mantienen flujo genético son pocos. Aun cuando la
poblacion sea grande se encuentra fragmentada en el tiempo.

En las poblaciones naturales las cruzas suelen traer como consecuencia un aumento en la
endogamia ya que éstas son aleatorias. Ademas es comun que ciertos individuos contribuyan con
gametos de manera desproporcionada (Husband y Barrett, 1992). Wrigth, en un trabajo realizado
en 1931, fue el primero que trabajo el concepto de tamafio efectivo de la poblacion en términos

de los efectos de la endogamia. El tamafio efectivo de la poblacion se define como el nimero de



individuos reproductivos en una poblacion idealizada que mostrara la misma magnitud de
dispersion de frecuencias alélicas bajo deriva génica o bajo la misma magnitud de endogamia
que la poblacién bajo consideracion (Wrigth, 1931). El tamafio efectivo de la poblacidn se puede

calcular determinando la tasa de cambio en la varianza en una poblacion (Hartl y Clark, 1989).

4 NmNf

Nm+NT

e =

donde Nm y Nf son el nimero de machos y hembras reproductivos, respectivamente, en la
poblacion. El 4 representa la probabilidad de que los dos gametos que se unen vengan de los
mismos abuelos. El tamafio efectivo de las poblaciones generalmente difiere del nimero actual
de individuos, siendo menor el tamafio efectivo. Esto porque las poblaciones no siempre
cumplen con ciertas caracteristicas como el que las generaciones no se encuentren en un mismo
tiempo y espacio, 0 que no ocurran mutaciones y la seleccion no actte (Hartl y Clark, 1989;
Nagylaki, 1992). Cuando hay asincronia en la floracion, los individuos que mantienen un flujo
génico estan sujetos al tiempo en el que florecen otros individuos. De tal manera que el tamafio
efectivo de la poblacion tiene cambios a lo largo del tiempo de floracion. En E. rotundifolium el
tamanfo efectivo de la poblacién deberia ser reducido debido a la asincronia en la floracion, por
lo tanto la variabilidad genética deberia verse reducida. El estudio de genética de poblaciones
realizado por Abarca y Dominguez (2007) confirma esta prediccion ya que muestra que la

variacion genética es mayor en E. havanense que en E. rotundifolium.

A pesar de que E. rotundifolium no se ajusté al modelo de Vamosi y Otto (2002), la
biologia de la reproduccion de esta especie sugiere que el dioicismo de E. rotundifolium no es un
sistema muy eficiente. Hay limitacion por polen o polinizadores, la fenologia reproductiva hace
que el intercambio genético tenga restricciones. Tiene una eficiencia relativamente alta pero una
marcada asincronia floral, por lo que los descendientes son de pocos padres y poca variacion
genética. El tamafo de la poblacion, el aislamiento y densidad de plantas influencia la variacion
y flujo génico dentro y entre poblaciones. (Van Rossum et al, 2001). Todos estos factores tienen
el potencial de reducir el Ne de la poblacién, y por lo tanto la variabilidad genética de esta
especie. La poblacion de E. rotundifolium estd fragmentada en tiempo y espacio, no hay
sincronia entre individuos reproductivos por lo tanto tiene un efecto negativo en la posibilidad de

los polinizadores para realizar entrecruzamientos. Esto se refleja directamente en la menor



variacion genética que tiene E. rotundifolium a comparacién de E. havanense (Abarca y
Dominguez, 2007).

A pesar de que los resultados de este trabajo no apoyan la hipétesis de Vamosi y Otto
(2002), se encontrd que los polinizadores discriminan entre sexos. Esta conducta, junto con la
fuerte asincronia en la floracién, podria tener un fuerte efecto sobre el Ne de la poblacion e
incrementar la probabilidad de extincion de la poblacion. Visto desde este punto de vista el
mecanismo propuesto por Vamosi y Otto (2002) también opera en E. rotundifolium aun cuando

la discriminacién sea hacia las flores masculinas.



Conclusiones

El escenario propuesto por Vamosi y Otto (2002) se cumple en E. rotundifolium pero la
discriminacion se da hacia las flores masculinas y no hacia las femeninas como lo plantean

originalmente los autores.

La discriminacion por parte de los polinizadores aunado a la marcada asincronia en la fenologia
reproductiva tienen consecuencias graves sobre el tamafio efectivo de la poblacion de E.
rotundifolium. Ademas, debido a la floracion por pulsos o asincronica de E. rotundifolium los
individuos que florecen estan separados en tiempo y por tanto la disponibilidad de flores para
polinizadores también. La poca disponibilidad de flores trae como consecuencia un restringido

banco de dvulos y polen y por ende una menor variacion genética en esta especie.

Como estrategia de atraccion la especie ofrece ademas de polen, néctar. El ovario femenino y el
pistilodio masculino tienen funcién secretora. El tejido nectarifero esta asociado al ovario. Sin
embargo el pistilodio, considerado una estructura vestigial, no tiene el tejido bien diferenciado lo
que puede estar afectando indirectamente la oferta de recompensa. La evolucion ha traido como

consecuencia que los machos tengan deficiencia en néctar.
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