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Transporte diferencial de polen por colibries en una
planta diestilica: no es lo mismo picos cortos que largos.
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Resumen

Las poblaciones de plantas diestilicas usualmente tienen individuos que producen flores con estigmas largos y anteras cortas
(flores longiestiladas, Pin), o individuos con estilos cortos y anteras largas (flores breviestiladas, Thrum). Estas
caracteristicas promueven la polinizacion cruzada asumiendo hercogamia reciproca. Sin embargo, se ha sugerido que
cuando el forrajeo de sus polinizadores es selectivo hacia algin morfo, el flujo del polen se puede tornar altamente
asimétrico. Asimismo, la correspondencia entre anteras y estigmas de ambos morfos puede desviarse de la reciprocidad
perfecta, y promover un éxito reproductivo diferencial entre los morfos, y como consecuencia llevar a la especie a
evolucionar otros sistemas reproductivos tales como la dioecia. Estas caracteristicas hacen que las plantas diestilicas sean un
modelo interesante para estudiar procesos relacionados con la especializacién de las funciones sexuales y evaluar el papel
de los polinizadores en promoverla. Bouvardia ternifolia es una planta herbacea distilica presente en el Parque Nacional La
Malinche, Tlaxcala, cuyos principales visitantes son cinco especies de colibries. En el presente estudio, evaluamos el nivel
de reciprocidad de los érganos sexuales (anteras y estigmas) de los morfos de esta planta y se realizaron pruebas cualitativas
y cuantitativas sobre los sitios de deposicion de polen en sus colibries visitantes. Asimismo, Ilevamos a cabo pruebas de
polinizacion con colibries de las cinco especies en ambos morfos, y la produccion de semillas fue cuantificada. Los
resultados obtenidos sugieren que las flores de B. ternifolia no son completamente reciprocas en sus estructuras sexuales, lo
cual afecta la forma en que el polen de ambos morfos es depositado al ser visitado por el gremio de colibries. Asimismo, se
mostrd que la deposicion diferencial de polen podria ser producto tanto de la falta de reciprocidad total como de las
diferencias en la talla del pico de los colibries visitantes. Aunado a esto, la deposicion diferencial de polen parece tener
consecuencias desde el punto de vista del éxito reproductivo de los morfos visitados.
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Differential transport of pollen by hummingbirds in a distylous plant: is not the same short than long bills.

Abstract

Distylous populations usually have individuals that produce either flowers with long styles and short stamens (short-styled,
Pin) or individuals with short styles and long stamens (short-styled, Thrum). These characteristics promote disassortative
pollination assuming reciprocal herkogamy. Nevertheless, it has been suggested that when the visits of pollinators are
selective towards some morph, the flow of pollen may be highly asymmetric. Also, the correspondence between stamens
and styles of both morphs may not be perfectly reciprocical, and promote a differential reproductive success between
morphs, and consequently can lead the species to evolve other reproductive systems such as dioecy. These characteristics
make dystylous plants an interesting model to study processes related to the specialization of the sexual functions and to
evaluate the role of pollinators in promoting it. Bouvardia ternifolia is a dystylous plant growing in the Malinche, Tlaxcala.
Its main visitors are five hummingbird species. In the present study, we evaluated the level of reciprocity of the sexual
organs (anthers and styles) of the floral morphs of this plant, and we did qualitative and quantitative tests on the sites of
pollen deposition on their hummingbird visitors. We also carried out tests of pollination in both morphs with these
hummingbird species, and the production of seeds was quantified. The results showed that the flowers of B. ternifolia are
not completely reciprocal in their sexual structures, which can affect the form in which the pollen of both morphs is
deposited on the hummingbird visitors. Moreover, we showed that the differential deposition of pollen could be the product
of a lack of total reciprocity and of differences in hummingbirds’ bill length. Likewise, the differential transference of
pollen seems to have consequences on the reproductive success of the visited morphs.
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Introduccion

La heteroestilia es un polimorfismo genético donde las
flores de una especie pueden estar compuestas por dos
(diestilia) o tres (triestilia) morfos que difieren
reciprocamente (hercogamia reciproca) en la altura a la
cual se posicionan las anteras y los estigmas (Ganders
1979, Barrett 2002a). En la diestilia, las flores con el
estigma a una altura inferior a la posicion de las anteras
se les llama breviestiladas o “thrum” y aquellas con el
patron invertido, se denominan longiestiladas o “pin”.
Este  dimorfismo  puede conllevar  diferencias
morfologicas entre morfos como son el tamafio y forma
del estigma y papilas estigmaticas, tamafio de anteras y
cantidad de granos de polen/antera (Valois-Cuesta et al.
2011), lo que conlleva a un sistema de
autoincompatibilidad que permite el desarrollo de frutos
y semillas solamente en cruces intermorfos (Ganders
1979). Estas caracteristicas hacen de las plantas
diestilicas un modelo interesante para estudiar procesos
relacionados con la especializacion de las funciones
sexuales y los mecanismos que la promueven.

Aun cuando resulta logico pensar que este
polimorfismo en anteras y estigmas en las plantas
diestilicas puede promover transferencia reciproca de
polen entre individuos de distinto morfo, la eficacia de tal
mecanismo  depende, en gran medida, del
comportamiento de los polinizadores (Beach y Bawa
1980). Cuando uno de los dos morfos es mas visitado por
los polinizadores y se moviliza una mayor cantidad de
polen de un morfo a otro, la heterostilia puede
evolucionar en otros sistemas reproductivos (Barret 1992,
Lloyd y Webb 1992). Algunos estudios empiricos y
teéricos han enfatizado el papel de los polinizadores
como la principal influencia evolutiva en el proceso de
especializacion sexual de las especies diestilicas (Wyatt
1983, Barret 1992, Contreras y Ornelas 1999, Webb
1999, Leege y Wolfe 2002, Ornelas et al. 2004). En la
mayoria de estos estudios, las plantas pin han comenzado
a funcionar como hembras mientras que las thrum se
comportan mas como macho (Webb 1999). Sin embargo,
la naturaleza e intensidad de presiones selectivas
particulares tales como los polinizadores especificos que
favorecen la especializacion del género han sido
escasamente investigadas. Por ejemplo, sélo algunos
estudios han analizado la deposicién de polen sobre el
cuerpo de colibries polinizadores de plantas diestilicas
(Ornelas et al. 2004, Valois-Cuesta et al. 2011, 2012);
sugiriendo que la variacion en los tamafios de picos
puede influir en la eficacia de polinizacion. Incluso, el
posible papel de la conducta de los colibries forrajeadores
en el funcionamiento de la diestilia ha sido explorado en
un solo trabajo (Justino et al. 2012). De esta forma,
estudios que evallan el papel de los polinizadores en su
interaccion con especies de plantas diestilicas son
altamente necesarios, pues sentardn las bases para un
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mejor entendimiento sobre los efectos de un flujo
asimétrico de polen en la especializacion reproductiva de
los morfos florales.

Las preferencias por algin tipo de morfo en
particular, por parte de los polinizadores, pueden variar
de sitio en sitio, entre diversos grupos de polinizadores y
épocas del afio. Probablemente, dicha variacion pueda
llevar a un aislamiento reproductivo de los morfos
(Waser 1978), de tal modo que las poblaciones de plantas
diestilicas distribuidas en un gradiente altitudinal vy
latitudinal pueden estar sujetas a distintos arreglos de
visitantes  florales y  condiciones  ambientales
contrastantes, lo cual puede ocasionar distintos patrones
de flujo de polen entre los morfos y, por consiguiente,
que la condicién de reciprocidad entre morfos
(hercogamia) pueda variar.

En un estudio realizado en dos localidades del
estado de Tlaxcala (Acuitlapilco y el Parque Nacional La
Malinche), Hernandez (2006) examiné los factores que
pueden influir en la seleccion diferencial de morfos entre
los polinizadores. Sus resultados mostraron que en ambos
sitios los morfos producen igual nimero de flores, pero
las plantas de morfo pin producen mas néctar y reciben
mas visitas por colibries. Estos resultados, sugieren que
los colibries en La Malinche pueden estar mostrando un
preferencia por visitar m&s un morfo que el otro. Sin
embargo, los datos de este estudio no permitieron
concluir si esta preferencia conlleva diferencias en el
flujo de polen y en el éxito reproductivo de ambos
morfos, particularmente por las diferencias en la talla del
pico de los colibries visitantes. En el presente estudio, se
evaluo el transporte de polen en Bouvardia ternifolia por
colibries con distintas tallas de picos y sus posibles
efectos en el éxito reproductivo de los morfos florales de
esta especie de planta.

Métodos

El estudio se llevd a cabo de abril a agosto de 2009, en
parches florales de B. ternifolia cubriendo una extensién
aproximada de 50 ha dentro del Parque Nacional La
Malinche, Tlaxcala (19°14’N, 98°58’0; 2900 msnm).
Esta zona presenta una precipitacion media anual de 800
mm, con un periodo de lluvias que comprende los meses
de junio a octubre, y una temperatura media anual de
15°C. La vegetacion en el &rea de estudio estd compuesta
por un mosaico de bosques de abeto, de pino, de pino-
roble, asi como pastizales, areas de cultivo abandonadas
y vegetacion secundaria en crecimiento debido a la
quema del bosque.

Especies de estudio.

Bouvardia ternifolia es una planta herbacea distilica
perenne (Familia Rubiaceae) que presenta un sistema de
autoincompatibilidad. Su tamafio va de los 0.3 a 1.5 m,
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presenta estipulas pequefias, peciolos de 0.5 a 11 mm de
largo, laminas extremadamente variables predominando
las eliptico-lanceoladas, de 1 a 10 cm de largoy 0.2 a 2.5
cm de ancho. Tiene inflorescencias generalmente en
forma de cima terminal de 3 a 40 flores, pedicelos de 2 a
14 mm de largo; corola tubular de color salmén, rojo o
anaranjado; el tubo de 25 a 30 mm de largo; lébulos
ovados a blondos de 1.5 a 3.5 mm de largo; anteras de 2 a
4 mm de largo; capsulas de 4.5a9 mmde largoy de 5 a
10 mm de ancho; las flores duran abiertas de 4 a 5 dias,
siendo receptiva desde el primer dia de apertura
(Rzedowski y Rzedowski 1985, Faivre 2000, Hernandez
2006, Torres et al. 2008). Esta planta se distribuye
ampliamente en areas perturbadas que comprenden desde
el Valle de México hasta Oaxaca y desde Sonora hasta
Texas. Llamada comdnmente “trompetilla”, esta especie
presenta un crecimiento rapido de las plantulas en lugares
abiertos con sustrato rico y bien drenado, en zonas con
climas templados, secos y semi-secos. B. ternifolia solo
produce semillas cuando es polinizada con polen
proveniente de flores con un morfo distinto. En La
Malinche la encontramos floreciendo en los meses de
mayo a agosto, comenzando usualmente su desarrollo en
julio; su maduracién se extiende hasta octubre. Los
colibries  (Colibri  thalassinus, Eugenes fulgens,
Hylocharis  leucotis, Lampornis  clemenciae vy
Selasphorus platycercus) son los principales visitantes de
esta planta en la zona (Lara 2006).

Especies de colibries.

Las especies de colibries que visitan esta planta distilica
presentan caracteristicas morfoldgicas y conductuales
distintas, abarcando todo un gradiente de longitudes,
formas de pico y otras diferencias corporales. Por
ejemplo, estudios previos han documentado que colibries
como C. thalassinus, H. leucotis y S. platycercus
establecen y defienden territorios en esta planta, mientras
que especies como E. fulgens y L. clemenciae visitan de
forma furtiva parches defendidos por los colibries antes
mencionados o establecen un forrajeo rutero (Hernandez
2006, Lara 2006). Coincidentemente, los colibries
territoriales presentan longitudes de pico menores con
respecto a los colibries ruteros. Las longitudes de picos
del ensamblaje de colibries (rango de 16-27 mm)
corresponde con las longitudes de los tubos florales de
los morfos de B. ternifolia (25-30 mm). Por ello, estas
caracteristicas hacen que el ensamblaje de colibries
visitante sea un modelo adecuado para evaluar
diferencias en la eficacia de transporte de polen con
respecto a la morfologia de los visitantes. Dado que las
especies de colibries visitantes presentan diferencias en
tamafios de pico (Cuadro 1), decidimos, para fines de
nuestro estudio, agrupar estas especies en dos grupos:
picos largos (E. fulgens y L. clemenciae) y picos cortos
(C. thalassinus, H. leucotis y S. platycercus). De esta
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manera, considerando estas diferencias en las longitudes
de sus picos, en el presente estudio evaluamos la eficacia
como polinizadores de estos colibries.

Cuadro 1. Longitud del pico (mediatee) de las especies de
colibries (n=15 individuos/especie) utilizadas en las pruebas de
deposicion de polen y las polinizaciones manuales.

Especie Longitud del pico (mm)
Hylocharis leucotis 16.76 £ 0.15
Selasphorus platycercus 17.18 £0.21
Colibri thalassinus 19.18 £ 0.18
Lampornis clemenciae 23.33+0.11
Eugenes fulgens 26.83 £ 0.22

Evaluacién de los niveles de hercogamia y separacion
antera-estigma en Bouvardia ternifolia.

Para evaluar la reciprocidad en la longitud de estigmas y
anteras (grado de hercogamia), asi como las diferencias
en estas estructuras en las flores de ambos morfos,
colectamos aleatoriamente 800 flores de diferentes
individuos de B. ternifolia (400 flores por morfo) en
julio. Para realizar las mediciones utilizamos un vernier
digital (x0.01 mm; Mitutoyo®) para determinar las
longitudes de las siguientes partes florales: filamento de
la antera, filamento del estigma, distancia entre antera y
estigma en cada morfo. Utilizamos las medidas obtenidas
para determinar diferencias en la correspondencia entre
las estructuras florales de ambos morfos.

Por otro lado, utilizamos estas medidas para
estimar la reciprocidad relativa o hercogamia entre las
longitudes de anteras y estigmas para ambos morfos,
mediante el indice de reciprocidad (R),

R=(A-S)/(A+S)

donde A es la longitud de las anteras de un morfoy S es
la longitud del estigma del morfo alternativo. La
reciprocidad perfecta se presenta cuando R sea igual a O
(Richards y Koptur 1993).

Determinacién de los sitios de deposicion de polen en
colibries.

Para determinar los sitios posibles de deposicion del
polen (tanto cualitativa como cuantitativamente) sobre
pico y cabeza de los colibries al visitar flores de ambos
morfos de B. ternifolia, realizamos pruebas
experimentales utilizando jaulas desarmables (60 cm x 60
cm x 120 cm) en parches en floracion, en las
inmediaciones de La Malinche, entre abril y mayo de
2009. Para ello, utilizando redes de niebla, 10 individuos
de cada una de las especies de colibries visitantes fueron
capturados a lo largo del estudio. Cada colibri capturado
fue sometido a una prueba experimental descrita a
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continuacion. Primero, seleccionamos una planta de
alguno de los dos morfos al azar, la cual fue cubierta con
malla de tul a manera de encierro por una jaula
desarmable. Cada planta utilizada debia contar con 10
flores abiertas, por lo que las excedentes se eliminaron.
Previamente, limpiamos el pico y la cabeza de cada
colibri con un pincel y papel para eliminar restos de
polen. Una vez realizado esto, introdujimos un individuo
a una jaula durante 15 minutos para que visitara las flores
ad libitum, registrando el nimero de flores visitadas.
Después de este periodo, retiramos el individuo de la
jaula para registrar la posicién del polen tras sus visitas a
las flores de la planta. Para ello, tomamos fotografias de
pico y cabeza. Posteriormente, marcamos el colibri con
un pequefio corte en la 5 rectris (para evitar el uso de
recapturas) y liberado. Para la evaluacion del siguiente
colibri, utilizamos una nueva planta que contuviera
nuevamente 10 flores y repetimos el protocolo antes
descrito.

Las fotos digitales que obtuvimos de cada
individuo las analizamos posteriormente con el programa
Adobe PhotoShop CS4 versién para Macintosh. Con este
programa medimos la distancia maxima hasta la mayor
deposicién del polen desde el extremo distal (la punta del
pico). Con estos datos pudimos hacer un analisis
cuantitativo sobre posibles diferencias entre especies de
colibries con respecto a los sitios de deposicion.

Determinacion de
colibries.

Con la finalidad de determinar si el transporte de polen
legitimo es diferente entre los dos morfos florales,
comparamos las cantidades de semillas producidas por
cada morfo luego de polinizaciones legitimas mediadas
por las distintas especies de colibries. Aun cuando
desconocemos posibles diferencias en el nimero de
granos de polen entre morfos, nuestra intensién no es
explorar el posible efecto de estas diferencias, sino la
eficacia diferencial de polinizacion entre los distintos
colibries visitantes. Por ello, esperamos que si el
transporte de polen legitimo es distinto para cada morfo,
esto se reflejara en una diferencia en el nimero de
semillas producidas luego de una polinizacion legitima.
Para evaluar esto, realizamos experimentos de
polinizacién legitima utilizando a colibries como
mediadores. Para ello, dos plantas de ambos morfos
fueron seleccionadas aleatoriamente como donadoras de
polen a lo largo del experimento. En las polinizaciones
utilizamos 10 colibries de cada una de las 5 especies que
visitan Bouvardia. Previo a las polinizaciones,
inflorescencias completas con botones florales a punto de
abrir fueron cubiertas con malla tipo tul en 50 plantas de
cada morfo (n=100).

El dia de las polinizaciones, destapamos las
flores recién abiertas y procedimos a los siguientes

la eficacia de polinizacién por
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tratamientos: (1) el pico de un colibri sujetado en la
mano, lo introdujimos en dos ocasiones a una flor (a una
profundidad aproximada de 20 mm) de la planta
donadora (por ser el nimero de inserciones que un colibri
hace tipicamente a esta especie de planta, en condiciones
naturales; Torres et al. 2008); (2) posteriormente,
llevamos al colibri a una flor recién abierta (primer dia de
apertura) realizando 2 inserciones con el pico del colibri
a manera de simular la polinizacion cruzada en la planta
del morfo opuesto; (3) repetimos este protocolo hasta
completar 5 flores por planta por un total de 50 flores por
especie-morfo. De esta manera, cada flor donadora s6lo
transportd polen a una sola flor receptora. El pico del
colibri utilizado fue limpiado entre las pruebas.

Para cada evento de polinizacion utilizamos una
flor nueva de las plantas donadoras para evitar que las
cargas de polen disminuyeran. Repetimos el
procedimiento al usar los colibries de cada especie en
ambos morfos florales. Después de las polinizaciones,
cubrimos las flores utilizadas con las bolsas de tul y las
mantuvimos embolsadas por 5 semanas hasta la
produccion de semillas, justo antes de que los frutos
maduraran y expulsaran sus semillas por accion del
viento. Marcamos las plantas polinizadas con el nombre
de la especie de colibri utilizada, fecha, morfo polinizado
y nimero de planta, esto con el fin de evitar confusion al
momento de la recoleccion de frutos. Al cabo de este
tiempo, contabilizamos los frutos y las semillas con la
ayuda de un bisturi y un microscopio.

Anélisis estadistico.

Evaluamos las posibles diferencias en las longitudes de
anteras y estigmas de ambos morfos con un ANDEVA de
dos factores. En el modelo, morfo y estructura (antera y
estigma) fueron los factores fijos, y la longitud de estas
estructuras (en mm) fue la variable dependiente.
Asimismo, a través de un ANDEVA de un factor,
evaluamos la variacién en la separacion antera-estigma
(variable dependiente) entre morfos (factor fijo). La
variacion en las distancias de los sitios de deposicion de
polen con respecto al extremo distal del pico en las cinco
especies de colibries visitando ambos morfos, asi como
en el namero de semillas, producto de las polinizaciones
manuales, los analizamos utilizando ANDEVA de dos
factores. En los modelos, morfo y especie de colibri
fueron los factores fijos y la distancia del polen al
extremo distal del pico (mm) y el nimero de semillas
fueron las variables dependientes. Todos los analisis
estadisticos los llevamos a cabo con el programa JMP
version 8. Los datos en cada andlisis fueron
transformados al logaritmo base 10 y su normalidad
corroborada mediante pruebas de Kolmogorov-Smirnov.
En las figuras presentamos los valores reales.
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Resultados

Mediciones florales.

La poblacién de Bouvardia ternifolia examinada en este
trabajo es tipicamente diestilica, pues identificamos
individuos que exhiben flores con el estigma a una altura
superior a la posicion de las anteras (flores longiestiladas
0 pin) e individuos con este patrén en forma inversa
(flores breviestiladas o thrum). Asimismo, nuestras
mediciones en anteras y estigmas mostraron variaciones
en tamafio segun el morfo floral, lo cual quedd
corroborado al encontrar que la separacion espacial
anteras-estigmas (hercogamia) fue distinta entre morfos.
De esta manera, encontramos mayor reciprocidad entre la
posicion de las anteras de las flores thrum y los estigmas
de las flores pin (reciprocidad= -0.0033), que entre las
anteras de las flores pin y los estigmas de las flores thrum
(reciprocidad= 0.0462).

La validacion de estos valores de estimacion de
reciprocidad, a través del andlisis estadistico de la
longitud de anteras y estigmas en ambos morfos, mostrd
que la longitud de las anteras pin es mayor que las de
thrum (F=26.6352, P=0.0001). Asimismo,
independientemente del morfo evaluado, las anteras
presentaron las mayores longitudes para ambos morfos
(F=40.3982, P=0.0001). En consecuencia, encontramos
una diferencia significativa en la falta de correspondencia
entre las anteras de pin y el estigma de thrum, tal como lo
muestra la significancia de la interaccion entre el factor
morfo y el factor estructura floral (F=2781.562,
P=0.0001; Figura 1). La separacion anteras-estigma fue
significativamente mayor (F=13.42, P=0.024) en las
flores thrum (7.4 £ 0.21 mm; media + error estandar) que
en las flores pin (6.5 £ 0.12 mm).
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Figura 1. Reciprocidad en la longitud (mediatee) de anteras y
estigmas de flores del mismo y distinto morfo de Bouvardia
ternifolia (Rubiaceae). Letras distintas denotan diferencias
significativas (P<0.05).

HUITZIL Vol. 13, No. 1 (2012)

Deposicién de polen.

La evaluacion cualitativa sobre la deposicion de polen en
las cinco especies de colibries al visitar flores de ambos
morfos, mostré diferencias. Las fotografias digitales
indican que el polen de ambos morfos es depositado en la
parte proximal (zonas cercanas al inicio de la cabeza) en
especies de colibries con picos cortos, mientras que en
colibries con picos largos, el polen podria estar siendo
depositado en la parte distal e intermedia de los picos
(Figura 2).

visitando Pin visitando Thrum

Colit thalassinus  Selasphovus platycercus  Hlochats leucon's

Picos cortos

Picos largos
Fugenes fulges  Lawponns clansencios

Figura 2. Deposicidn de polen en especies de colibries de picos
cortos (a) C. thalassinus, H. leucotis, S. Platycercus, y (b) picos
largos E. fulgens y L. clemenciae después de visitar flores del
morfo pin y thrum de B. ternifolia.

Estas posibles diferencias fueron validadas a
través del andlisis estadistico de las distancias de
deposicién de polen en los colibries. De esta forma, el
polen de pin es depositado mayormente en las partes
distales de los picos, a diferencia del polen thrum que se
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encuentra mas en las partes terminales e intermedias
(F=649.483, P=0.001). Asimismo, independientemente
del morfo visitado, los colibries de picos largos (E.
fulgens y L. clemenciae) tuvieron la deposicion de polen
a mayores distancias con respecto a Sus picos
(F=649.483 P=0.001). Finalmente, el analisis mostré una
interaccion significativa entre ambos factores (morfo y
especie de colibri), lo que significa que hay un
deposicion diferencial en los picos de los colibries
dependiendo del morfo visitado (F=8.771, P=0.003). De
esta manera, los colibries de picos pequefios (S.
platycercus, H. leucotis y C. thalassinus) presentan
deposicion de polen pin y thrum a distancias menores que
las obtenidas en los colibries de picos largos (Figura 3).

Polinizaciones manuales.

El anélisis sobre las posibles diferencias en la eficacia de
polinizacién entre las especies de colibries que visitan
ambos morfos de B. ternifolia mostr6 que,
independientemente del colibri utilizado para las
polinizaciones, las flores del morfo pin producen més
semillas que las thrum (F=9.2022, P=0.028). Asimismo,
independientemente del morfo polinizado, las flores
polinizadas por colibries de picos cortos (Colibri,
Hylocharis, Selasphorus) producen mas semillas que las
polinizadas por colibries con picos largos (Eugenes y
Lampornis) (F=12.4304, P=0.001). En consecuencia, la
interaccion entre los factores morfo y especie de colibries
no fue significativa (F=2.0293, P=0.0927; Figura 4).

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los
colibries que visitan a B. ternifolia en la Malinche
pueden transportar polen de los morfos florales de
manera diferencial, como respuesta a la variacion en las
longitudes de sus picos. Asimismo, estas diferencias
morfolégicas parecen sugerir un efecto directo en la
produccion de semillas de ambos morfos. Estas
diferencias parecen estar relacionadas con los sitios de
deposicion de polen (Figura 1 y 2). Nuestros resultados
sugieren que los colibries de picos cortos y largos
transfieren polen de forma similar cuando visitan una flor
thrum como donadora de polen, ya que al introducir sus
picos durante una visita en estas flores el polen es
colocado generalmente en la frente o parte proximal del
pico de los individuos. Sin embargo, al visitar una flor
pin, y dado que las anteras estdn ubicadas mas
internamente en la corola, las diferencias en el tamafio
del pico de los visitantes determinan diferencias en la
deposicidn de polen. De esta manera, los picos pequefios
transportan polen que les queda principalmente en la
punta, mientras que los picos largos muestran
generalmente las cargas de polen en la parte intermedia y
proximal (Figura 2).
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Figura 3. Distancia de deposicion del polen de ambos morfos
florales sobre el pico de cinco especies de colibries medido
desde el extremo distal del pico. HI (Hylocharis leucotis), Sp
(Selasphorus  platycercus), Ct (Colibri thalassinus), Lc
(Lampornis clemenciae) y Ef (Eugenes fulgens). Los asteriscos
denotan diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 4. Namero de semillas (mediatee) producidas por cada
morfo tras la polinizacién por colibries con distinta longitud de
pico. HI (Hylocharis leucotis), Sp (Selasphorus platycercus), Ct
(Colibri thalassinus), Lc (Lampornis clemenciae) y Ef
(Eugenes fulgens). Los asteriscos denotan diferencias
significativas (P<0.05).

Patrones de transferencia de polen, como el que
predecimos aqui para B. ternifolia, se han documentado
bajo condiciones naturales y experimentales en otras
especies diestilicas de la familia Rubiaceae, las cuales
exhiben hercogamia reciproca imperfecta (Lau y Bosque
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2003, Ornelas et al. 2004, Hernandez y Ornelas 2007,
Garcia-Robledo 2008, Valois-Cuesta et al. 2011). Bajo
este escenario, la mayor separacion espacial anteras pin-
estigma thrum (hercogamia) que observamos en B.
ternifolia (Figura 1) podria ser el producto de presiones
selectivas que favorecen el éxito de polinizacion de
forma diferencial entre morfos; por ejemplo, en el morfo
pin a través de la reduccion de la interferencia fisica entre
anteras y estigma. Mientras que en el caso del morfo
thrum, se podria estar favoreciendo la disminucion de la
probabilidad de autodeposicion espontanea de polen y la
facilitacion del contacto entre los polinizadores efectivos
y los estigmas menos accesibles (ver Lloyd y Webb
1992, Barrett 2002a, 2002b).

Nuestros resultados sobre la produccion
diferencial de semillas entre morfos sugieren que los
colibries juegan un papel fundamental como vectores de
polen y polinizadores de B. ternifolia. Torres et al.
(2008) analizaron la produccion de semillas en
condiciones naturales de polinizacién en un grupo de
plantas de ambos morfos de esta especie en el mismo
sitio de estudio que el presente trabajo. Sus resultados
determinaron diferencias no significativas en el nimero
de semillas producidas entre morfos (entre 80 y 90
semillas por fruto). La comparacion de estos resultados
con los obtenidos en nuestro estudio pareceria indicar que
las diferencias morfoldgicas de los colibries visitantes no
afectan la produccidn total de semillas entre morfos. Sin
embargo, es importante no perder de vista que las visitas
de los colibries no se distribuyen de forma homogénea
(por la existencia de especies territoriales y ruteras en el
sitio de estudio) en el mosaico espacial que forma la
distribucion de las plantas y esto, a la larga, si podria
tener un efecto directo en su adecuacion. Por ejemplo,
Justino et al. (2012) analizaron la conducta territorial de
colibries visitando una planta diestilica (Palicourea
rigida); sus resultados mostraron que, aunque la
territorialidad puede limitar el flujo de polen entre
parches de esta planta con un gran despliegue floral (y asi
supuestamente tener una menor produccién de semillas),
esto puede ser compensado por la atraccion de colibries
que invaden estos territorios, moviendo asi mas polen
proveniente de otros parches (lo cual supone la
posibilidad de mayor produccién de semillas). Aun
cuando las polinizaciones manuales que utilizamos en
nuestro estudio muestran la eficacia de polinizacion de
los distintos colibries, no replica cdmo su conducta
territorial o rutera afecta esta eficacia, motivo por el cual
probablemente el ndmero de semillas obtenidas en
nuestro experimento difiere de las semillas obtenidas en
condiciones naturales.

Varios trabajos han evaluado el efecto de la
morfologia floral sobre la eficacia de los polinizadores en
funcién de la polinizacion cruzada en plantas diestilicas.
Por ejemplo, Stone y Tompson (1994) observaron que
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anteras 'y estigmas de flores longiestiladas vy
breviestiladas tienden a contactar diferentes zonas del
cuerpo del polinizador, tal como ocurri6 en nuestro
trabajo (ver también Lloyd y Webb 1992). Lau y Bosque
(2003), por su parte, registraron que el colibri Amazilia
tobaci fue mas eficiente depositando polen legitimo sobre
los estigmas de las flores thrum de Palicourea fendleri y
sugirieron que la probabilidad que tiene el polinizador de
remover y transferir polen entre los morfos florales de
esta especie depende de la posicion relativa de anteras y
estigmas (ver también Stone 1995, Ornelas et al. 2004).
A partir de lo anterior, proponemos que la longitud del
pico de los colibries es un factor determinante de la
direccion del flujo de polen entre los morfos florales, por
lo que podriamos inferir que los colibries de pico largo
tienen mayor probabilidad de transferir polen entre los
organos reproductivos de niveles bajos (desde las anteras
de las flores pin hacia los estigmas de las flores thrum);
mientras que aquellos colibries con pico muy corto, dada
la facilidad de establecer contacto con las estructuras
sexuales mas expuestas en las flores, podrian ser mas
eficientes en el transporte de granos de polen entre los
6rganos reproductivos posicionados a un nivel mas alto
(desde las anteras de las flores thrum hacia los estigmas
de las flores pin). Esta hipotesis, planteada por Ornelas et
al. (1994), fue evaluada experimentalmente por ellos,
encontrando que el colibri de pico mas largo, dentro del
ensamble de polinizadores de Palicourea padifolia,
transfirié significativamente méas polen desde flores pin
hacia flores thrum, que en sentido contrario.

Bajo estos planteamiento y evidencias, es
razonable pensar que dentro del ensamble de colibries
registrados como visitantes de B. ternifolia en la
Malinche, los colibries de picos largos podrian,
eventualmente, ser més eficiente en la transferencia de
polen legitimo desde flores pin hacia flores thrum,
mientras que los colibries de picos cortos podrian ser mas
eficientes en el transporte de polen desde las flores thrum
hacia las flores pin. Sin embargo, desde el punto de vista
reproductivo, nuestros resultados contradicen esta
prediccion, pues las flores de ambos morfos visitadas por
colibries de picos cortos producen mas semillas,
sugiriendo una efectividad polinizadora baja por parte de
los colibries de picos largos en esta especie. Aun cuando
es importante considerar que las diferencias encontradas
en la produccién de semillas también puede ser afectada
por diferencias entre morfos en el nimero de évulos, el
tamafio de la superficie del estigma y el ndmero de
granos de polen producidos, aspectos todos ellos
pendientes de ser evaluados. Las diferencias aqui
presentadas sobre eficacia de polinizacion son relevantes
para explicar los patrones de transferencia de polen en
este sistema diestilico.

Aunque la frecuencia de visitas puede explicar
en gran medida los patrones de recepcion de polen sobre
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estigmas (Hernandez y Ornelas 2007), es probable que
otros atributos del comportamiento de forrajeo de los
polinizadores jueguen un papel importante en el éxito de
polinizacién de este tipo de especies. Por ejemplo,
Hernandez (2006) observd en una poblaciéon de B.
ternifolia en La Malinche que los territoriales H. leucotis,
S. platycercus y C. thalassinus (picos cortos) visitan
frecuentemente las flores de ambos morfos, a diferencia
de los colibries de picos largos (E. fulgens y L.
amethystinus), quienes son visitantes esporadicos. Si la
hip6tesis sobre el efecto del tamafio del pico se cumple
en B. ternifolia, es probable que la mayor frecuencia de
visitas de las especies de colibries con picos cortos en
ambos morfos facilite que los estigmas de las flores
breviestiladas reciban en el tiempo y el espacio més
granos de polen provenientes desde las flores
longiestiladas, las cuales a su vez tendrian menos
probabilidad de recibir granos de polen legitimo desde
plantas breviestiladas, dada la baja frecuencia de visitas y
territorialidad de los colibries de picos largos. Estas
predicciones requieren aun ser probadas
experimentalmente.

Aunque en B. ternifolia el flujo de polen entre
los morfos es mediado principalmente por colibries, no se
descarta la posibilidad de que los insectos, pese su baja
frecuencia de visitas, también jueguen wun papel
importante como polinizadores en esta especie, pues dada
su facilidad para establecer contacto corporal con anteras
de flores thrum y los estigmas de flores pin, ellos quizas
podrian mediar eficazmente la polinizacién legitima de
flores pin. Sin embargo, la baja frecuencia con que estos
animales se ven visitar a las plantas trhum podria
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eventualmente limitar su papel como eficientes
polinizadores en esa direccion del flujo de polen en B.
ternifolia. En todo caso, dilucidar el papel que juega el
gremio de insectos como eficientes polinizadores de las
plantas de B. ternifolia requerira, en el futuro, una
evaluacion detallada mediante una enfoque experimental.

En términos generales, nuestros resultados han
mostrado que las flores de B. ternifolia no son
completamente reciprocas en sus estructuras sexuales, lo
cual repercute en la forma en que el polen de ambos
morfos es depositado sobre el gremio de colibries.
Ademas, esta deposicion diferencial de polen en los picos
de los colibries parece tener consecuencias desde el punto
de vista del éxito reproductivo de los morfos visitados.
Asi, colibries de picos cortos funcionan como buenos
polinizadores en ambos morfos, mientras que colibries de
picos largos pueden estar relacionados con un ineficiente
transporte de polen y en consecuencia inefectiva
polinizacién. No obstante, es necesario profundizar a
futuro en el entendimiento del papel que juega cada uno
de los visitantes florales de B. ternifolia (colibries e
insectos) como mediadores eficientes de polen legitimo
entre los morfos florales de esta especie diestilica.
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