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Resumen y Abstract VIl

Resumen

El agraz (Vaccinium meridionale, Ericaceae), es un cultivo promisorio en la zona altoandina de
Colombia, sin embargo no se conocen muchos aspectos relacionados con su polinizacién, lo cual
es fundamental para su manejo porque asi se podra propagar de manera Optima en las diferentes
regiones. El objetivo de este trabajo fue evaluar la importancia de la polinizacion por abejas en la
reproduccion del agraz, para lo cual se realizaron experimentos de biologia floral, biologia
reproductiva, eficiencia de polinizacion y se evalud el efecto de la presencia de colmenas de Apis
mellifera sobre la fructificacion del agraz. El estudio se realizé con poblaciones silvestres de agraz
en la Cordillera Oriental. Se encontré que el agraz presenta un sistema reproductivo mixto,
produce frutos por agamospermia, autogamia y entrecruzamiento. No obstante, la especie busca
promover el entrecruzamiento, dado que present6 rasgos florales para atraer un amplio grupo de
polinizadores (anteras poricidas con facil liberacién de polen, sesgo en la produccion de néctar
hacia la funcion femenina, gran despliegue floral, larga longevidad floral) y una fuerte depresién
por endogamia. Apis mellifera y las diferentes castas (obrera, macho y reina) de Bombus
hortulanus son polinizadores eficientes del agraz y la presencia de colmenas no aumentd la
produccion de frutos pero si contribuy6 a aumentar la retencién de frutos por polinizacion cruzada.
Las abejas son fundamentales para el manejo del agraz tanto en términos de conservacién como
produccion porque a través de la polinizacion cruzada pueden contribuir al mantenimiento de la
variabilidad genética de las poblaciones y a que obtengan una buena produccion frutos, la cual

puede disminuir si hay altas tasas de autogamia.

Palabras clave: Apicultura, Apis mellifera, Bombus hortulanus, Bosques de roble, Cultivos

promisorios, Depresion por endogamia, Eficiencia de polinizacion.
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Abstract

Vaccinium meridionale (Ericaceae), known as ‘“agraz” is a promising crop in the Andean
highlands of Colombia. However, the information about its pollination biology is scarce, which is
essential for an optimal breeding program. The aim of this study was to evaluate the importance of
bee pollination on reproduction of V. meridionale. For this, we did experiments of floral biology,
reproductive biology, pollination efficiency and evaluate the effect of Apis mellifera hives on fruit
set. The study was conducted with wild populations of V. meridionale in the Eastern Andes of
Colombia. Vaccinium meridionale have a mixed reproductive system, produces fruits per
agamospermy, selfing and outcrossing. However, the species promote outcrossing, since it has
floral traits to attract a large group of pollinators (poricidal anthers with easy pollen release,
female-biased nectar production, large floral display, long floral longevity) and show a strong
inbreeding depression. Apis mellifera and the different castes (worker, male and queen) of Bombus
hortulanus are efficient pollinators of V. meridionale and the presence of beehives not increase
fruit-set but enhance fruit set by outcrossing. Cross-pollination by bees are essential for breeding
of V. meridionale in terms of both conservation and production because may contribute to the
maintenance of genetic variability of populations and good fruit production, which may decrease

with high selfing rates.

Keywords: Beekeeping, Apis mellifera, Bombus hortulanus, Colombian oak forests, promising

crops, inbreeding depression, pollination efficiency.
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Introduccion

A nivel mundial, el 75% de los cultivos de alimentos dependen, al menos en parte, de la
polinizacidén por insectos (Klein et al. 2007). Aunque muchos alimentos basicos como el trigo, el
maiz y el arroz, son polinizados por el viento, una gran proporcion de otros alimentos como frutas,
nueces y vegetales, que son fuente de micronutrientes (vitaminas y minerales) y que contribuyen a
una dieta sana y equilibrada mas alla de la ingesta de calorias, son dependientes de polinizadores
(Eilers et al. 2011). Mas de 2 billones de personas en el mundo sufren de “Hambre Oculta”, una
condicion causada por una mala nutricion y carencia de micronutrientes en la dieta y que es
responsable de mas de un 7% de las enfermedades. Esto subraya entonces la importancia de los

polinizadores en la seguridad alimentaria de la poblacion humana (Eilers et al. 2011).

Dentro de los polinizadores, las abejas constituyen uno de los grupos mas importantes (Klein et al.
2007). Aproximadamente el 73% de los cultivos de frutas y semillas en el mundo son polinizados
por alguna especie de abeja (Freitas y Pereira 2004) y en Colombia se estima que hay
aproximadamente 1000 especies (Nates-Parra y Gonzalez 2000). Sin embargo, se conoce muy
poco sobre la dependencia que tiene la produccion agricola nacional de los polinizadores, en
particular de las abejas. Este conocimiento es la base para poder definir prioridades de
investigacion y de gestion, en especial cuando en el pais se estd haciendo conciencia sobre la
importancia de la biodiversidad como parte fundamental de los procesos de desarrollo
socioeconomico y del bienestar de los colombianos, reflejado en la nueva Politica Nacional para la
Gestion Integral de la Biodiversidad y sus Servicios Ecosistémicos y en la formalizacion de la
Iniciativa Colombiana de Polinizadores, Capitulo Abejas (ICPA). La ICPA tiene por objetivo
promover el conocimiento, la divulgacion, el manejo, uso sostenible y la conservacion de los
polinizadores-abejas en Colombia como elementos clave en la seguridad alimentaria y en el
funcionamiento de los ecosistemas. Para determinar el grado de importancia de la polinizacion por
abejas, es necesario realizar investigaciones que identifiquen el aporte especifico de estos insectos

en los diferentes cultivos y ecosistemas.
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Un buen modelo para evaluar la importancia de las abejas como polinizadores son los cultivos
frutales promisorios, que son aquellos que se encuentran en estado silvestre o no estan
extensivamente cultivados, son sub-utilizados, pero tienen gran potencial ecolégico, para la
conservacion del medioambiente y son susceptibles de un aprovechamiento ambientalmente
sostenible (Minambiente-SENA 2007). El conocimiento de la importancia de la polinizadores en la
produccidn de los cultivos promisorios es fundamental para su manejo, independientemente de las
caracteristicas de su aprovechamiento (cultivada o recoleccidn silvestre). Las areas donde se dan
las producciones de estos frutales aln sostienen poblaciones silvestres de polinizadores. Estas areas
requieren manejo y conservacion para asegurar la permanencia espacial y temporal de las abejas, y
de esta forma el servicio que prestan. El reconocimiento de impactos positivos como la
polinizacion, sensibilizaria a las comunidades hacia la implementacion de practicas de
conservacion de las areas naturales, en beneficio de la biodiversidad, la produccién agricola y los

procesos ecosistémicos (Morandin & Winston 2006).

Entre los cultivos promisorios de creciente interés en Colombia se encuentra el agraz o mortifio
(Vaccinium meridionale Sw., Ericaceae). Sus frutos son una fuente importante de azlcares,
vitaminas, minerales pero su principal atributo es el alto contenido de compuestos polifendlicos
(flavonoides, antocianinas) que tienen actividad antioxidante (Garzon et al. 2010). El agraz es un
arbusto que crece de forma silvestre en zonas altas de los andes Colombianos y las comunidades
rurales recolectan los frutos para su posterior comercializacion en plazas de mercado locales o
venta a intermediarios. Los frutos del agraz se usan para elaborar una gran variedad de productos
como postres, vinos y mermeladas (Torres et al. 2009). Para otras especies del género Vaccinium
se conoce que la produccién de frutos depende de la polinizacion por abejas y en las que son auto-
fértiles, la produccidn, el tamafio de los frutos y el nimero de semillas aumento en presencia de
polinizadores (MacKenzie 2009). No obstante con respecto a V. meridionale no hay informacion
suficiente sobre su sistema reproductivo y dependencia de polinizadores. Se ha registrado que sus
flores pueden ser autofértiles (Tanner 1982) y en algunas zonas de la Cordillera Oriental sus
principales visitantes florales y potenciales polinizadores son Apis mellifera y Bombus hortulanus
(Hymenoptera: Apidae) (Pinilla 2013). EI conocimiento de la importancia de los polinizadores en
la reproduccion del agraz no solo es importante en términos productivos sino también para el
manejo y conservacion de la especie, dado que se requiere mantener una variabilidad genética de la
metapoblacion y reducir la probabilidad de erosion genética por endogamia. El agraz es una planta

clonal con poblaciones compuestas de plantas provenientes de reproduccion sexual y asexual y en
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la zonas donde se encuentra ha habido fragmentacion de los bosques y un proceso extractivo no
sostenible derivado del incremento en la demanda de los frutos (Medina et al. 2009).

Finalmente, en la Cordillera Oriental de Colombia, el agraz crece asociado a bosques de roble
(Ligarreto et al. 2011), ecosistema amenazado en Colombia y para el cual la apicultura representa
una alternativa de conservacion (Chamorro et al 2013a, b). Se han identificado productos apicolas
(miel y polen) con origen botanico en el roble Quercus humbdoltii (Fagaceae) y en otras especies
nativas presentes en los bosques que pueden ser promovidos como productos forestales no
maderables. Por lo tanto, evaluar la influencia de la polinizacién por A. mellifera sobre la
produccién de frutos de V. meridionale, aportaria a la valoracion de la apicultura como alternativa
productiva que puede ser integrada al manejo y conservacion de biodiversidad en paisajes andinos
con bosques de roble, a través del anlisis de la importancia de la abeja melifera como polinizador

del medio natural.

En el contexto anterior se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la influencia de la polinizacion por abejas sobre la produccion y caracteristicas de frutos y

semillas de Vaccinium meridionale en algunas zonas de la Cordillera Oriental de Colombia.

Objetivos especificos

1. Determinar el sistema reproductivo y los requerimientos de polinizacion de V. meridionale.
2. Evaluar la eficiencia de polinizacién de los dos principales visitantes florales de V.
meridionale: A. mellifera y B. hortulanus.

3. Evaluar el efecto de la densidad de abejas meliferas sobre la produccion de frutos de V.

meridionale.



1. Importancia de los polinizadores en la
reproduccion de Vaccinium meridionale
(Ericaceae), un frutal promisorio en Colombia

1.1 Introduccidén

El género Vaccinium es mejor conocido por las especies denominadas arandanos, las cuales son de
gran importancia comercial, principalmente en Norteamérica y Europa, con producciones de frutos
provenientes de especies cultivadas (V. corymbosum, V. ashei y V. macrocarpon) y silvestres (V.
myrtillus y V. angustifolium) (MacKenzie 2009; Nestby et al. 2011). Sin embargo, el género tiene
una distribucién mas amplia y es uno de los pocos dentro de la familia ericaceae con especies tanto
en zonas templadas como tropicales, incluyendo el neotropico (40 especies) (Pedraza & Luteyn
2011). Uno de los parientes silvestres del género Vaccinium en el neotrépico es V. meridionale, el
cual se distribuye en Colombia, Ecuador, Per(, Venezuela y Jamaica, pero en Colombia es donde se
aprovecha de forma intensiva y ha sido reconocido como una cultivo promisorio (Ligarreto 2009).
Se conoce como agraz o mortifio y crece de forma silvestre en bosques y matorrales de zonas altas
de las cordilleras (2357-3168 msnm) (Ligarreto et al. 2011). Las comunidades rurales recolectan
sus frutos para su posterior comercializacion en plazas de mercado locales o venta a intermediarios
(Torres et al. 2009). Los frutos del agraz se usan para elaborar una gran variedad de productos
como postres, vinos y mermeladas y se ha determinado que presentan muy buenas propiedades
nutracéuticas, principalmente antioxidantes (Garzéon et al. 2010). Ademas los frutos de V.
meridionale tienen un alto potencial de exportacion, ya gue esta especie ha sido incluida en la lista

de especies que pueden ingresar al mercado de los Estados Unidos de América (Torres et al. 2009).

Para las especies de Vaccinium cultivadas y silvestres del hemisferio norte se ha determinado que
los polinizadores, particularmente las abejas, son importantes en su reproduccion. Algunas especies
son xendgamas obligadas, sin polinizacion cruzada por abejas la produccién de frutos es baja 0 no
hay formacion de frutos (V. ashei, V. angustifolium) (Brevis 2005, Usui 2005) y otras son auto-

compatibles y partenocarpicas (V. corymbosum), aunque la polinizaciéon cruzada aumenta la
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formacion de frutos y el tamafio de éstos y disminuye el tiempo de maduracion (Lang & Danka
1991, MacKenzie 1997, 2009). No obstante, para V. meridionale no hay informacion suficiente
sobre la importancia de los polinizadores en su reproduccién. Se conoce que V. meridionale puede
ser auto-fértil (Tanner 1982), y es visitado por diferentes grupos de insectos (abejas, moscas,
mariposas, avispas), aungque sus principales visitantes florales y potenciales polinizadores son Apis
mellifera y los abejorros del género Bombus (B. hortulanus, B. atratus, B. rubicundus) (Pinilla
2013). Sin embargo se considera que el crecimiento vegetativo es su principal estrategia de
propagacion en habitats naturales (Tanner 1982, Ligarreto et al. 2011). Ademas V. meridionale es
una especie colonizadora de areas disturbadas (Dalling 1994) y segln Luteyn (2002), especies de
ericaceas que son abundantes y comunes en zonas abiertas en sucesion y que producen altas
densidades de flores y de frutos, como sucede con V. meridionale, son posiblemente

facultativamente auto-compatibles como parte de su estrategia de colonizacion.

Por otra parte, hay un interés creciente en establecer el agraz como cultivo, para lo cual se ha
desarrollo diferentes estudios de propagacion sexual y asexual (Magnitskiy & Ligarreto 2007,
Castrillon et al. 2008, Hernandez et al. 2009, Rache & Pacheco 2010, Castro et al. 2012, Ligarreto
et al. 2013). Dentro del potencial de propagacion sexual se ha identificado que el tamafio del fruto
es Util para este fin (Ligarreto et al. 2011), dado que semillas largas (mas de 1,9 mm de longitud y
1,4 mm ancho) tienen altas tasas de germinacién y pueden ser obtenidas de frutos grandes (Valencia
& Ramirez 1993). Para el agraz no se conoce el efecto del tipo de polinizacion (autopolinizacién,
polinizacion cruzada) sobre las caracteristicas morfoldgicas de los frutos y semillas, pero para
especies de Vaccinium cultivadas (V. ashei, V. corymbosum) se ha observado que al incrementar la
polinizacion entre variedades, se produce un aumento en el tamafio de las semillas y de la
produccion de semillas apta para germinar dentro del fruto, lo que da origen a un fruto de mayor
tamafio (Gupton & Spiers 1994, Mackenzie 1997).

El objetivo de este trabajo estuvo centrado en estudiar sistema reproductivo de V. meridionale y
determinar si las adaptaciones florales de esta especie favorecen la xenogamia o por el contrario
promueven la reproduccion espontanea. Las preguntas de investigacion gue guiaron este trabajo
fueron: ¢cudl es la importancia de los polinizadores en la reproduccién de V. meridionale en los
Andes orientales de Colombia? Si efectivamente V. meridionale es auto-fértil, ;Cudles son las
caracteristicas de los frutos y semillas de V. meridionale provenientes de autopolinizacién y de

polinizacion cruzada®?.
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1.2 Materiales y métodos

Area de estudio. El estudio se realizo en dos localidades de la vertiente occidental de la cordillera
Oriental de Colombia. La primera localidad se ubica en territorios de la Reserva Forestal Protectora
El Robledal, al Norte del departamento de Cundinamarca, municipio de Guacheta, vereda Gacheta
Alto (5° 27.545 N, 73° 39.657 W, 2.950 m). Es un area de conservacion de bosques de roble
Quercus humboldtii, donde V. meridionale crece de forma silvestre en zonas de potrero
abandonadas, matorrales y en bosques de roble. La segunda localidad se ubica en el municipio de
San Miguel de Sema, al occidente del departamento de Boyaca, en la vereda Quintoque Centro (5°
31.706 N 73° 42.887 W, 2.679 m). En esta localidad el agraz crece en medio de un bosque de pino,
parcialmente talado para aumentar la cantidad de luz a las plantas, rodeado de relictos de bosques
de roble, aunque predominan en general los pastos (limpios, enmalezados y arbolados,
principalmente con aliso Alnus acuminata). Con respecto a las caracteristicas climaticas, las dos
zonas son similares, con un régimen de lluvias bimodal (abril-mayo y septiembre-octubre). La
precipitacion media anual se encuentra entre 900 y 1300 mm y la temperatura media anual entre 13
y 16 °C (Mufioz et al. 2009).

Para determinar la importancia de los polinizadores en la reproduccion de V. meridionale se
realizaron experimentos de biologia floral y reproductiva. Los experimentos de biologia floral se
realizaron en Guachetd, en 2012 y 2013, durante la primera floracién del afio (enero-abril). Los
aspectos de biologia reproductiva se evaluaron en las dos localidades de estudio, de enero a junio de
2013 en Guacheta y de junio a noviembre de 2013 en San Miguel. No se realizaron en la misma
época en las dos localidades debido a que la floracion de inicio de afio en San Miguel fue muy baja,
habia menos de 10 plantas florecidas y éstas tenian pocos racimos en floracion por planta (menos de
50 racimos por planta). Con respecto a la biologia floral se realizaron observaciones y experimentos
sobre morfologia y fenologia floral, receptividad del estigma, viabilidad de polen y produccion de
néctar. Para caracterizar el sistema reproductivo se estimo la relacion polen 6vulo y se realizaron

experimentos de polinizacion.

Morfologia y fenologia floral. Con el fin de caracterizar la morfologia floral e identificar rasgos
florales informativos para describir la fenologia de la flor, se realizaron observaciones y mediciones
de botones y flores abiertas de 15 plantas. De cada planta, se tomaron tres ramas y de cada rama un
boton y 4 flores abiertas. Se midieron y describieron las siguientes caracteristicas: longitud total de
la flor, apertura de la corola, didmetro de la corola, nimero de l6bulos de la corola, posicién de los

I6bulos de la corola (recta, inclinada, curvada), color de la corola, longitud del estilo, distancia
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antera-estigma, superficie estigmatica y color de las anteras. Con base en lo anterior se definieron
estados de apertura de la flor y se procedié a determinar el tiempo requerido por un boton para
alcanzar cada una de estos estados y caracterizarlos con base en atributos morfol6gicos, funcionales
(viabilidad de polen y receptividad de estigmas) y de produccién de néctar. De las caracteristicas
morfoldgicas evaluadas inicialmente se seleccionaron: distancia antera-estigma y longitud del
estilo, para describir los diferentes estados de apertura de la flor. Para esto se marcaron con hilos de
colores 210 botones florales en 25 plantas (2012: 100 botones, 10 plantas; 2013: 110 botones flores,
15 plantas). A cada boton marcado con amarillo se le asigné un estado de apertura en el cual se

removioé de la planta para hacerle las medidas mencionadas anteriormente.

Viabilidad de polen. Se evalu6 por medio de germinacion de polen “in vitro” en sacarosa. Dado
que en algunas especies el porcentaje de germinaciéon de los granos de polen es Gptimo a ciertas
concentraciones de sacarosa (Dafni et al. 2005), se evalio la germinacion de polen de V.
meridionale en soluciones de 0, 15, 30, 45 y 60 % de sacarosa. De cada concentracion se realizaron
ocho réplicas, que consistieron en sembrar en placas (multiples pozos) para cultivo de células, una
mezcla de polen de los diferentes estados de apertura de la flor. Estas siembras se dejaron en reposo
a temperatura ambiente durante 24 horas, y trascurrido este tiempo se les agreg6 una gota de azul de
metileno para realizar conteo de granos de polen germinados y no germinados en microscopio
Optico (10x). Se cont6 un minimo de 100 tétradas y se consideraron germinados las tétradas con
crecimiento de tubo polinico de al menos un grano de polen y que este fuera méas largo que el
didmetro de la tétrada (Anexo A-1). De este experimento se selecciond la solucion de sacarosa al
15%, debido a que fue la Gnica concentracién en la que se registro crecimiento de tubos polinicos.
Para evaluar la viabilidad de polen por estados de apertura de la flor se marco y realizd el
seguimiento de 161 botones en 25 plantas (2012:51 botones, 10 plantas; 2013: 110 botones, 15
plantas). En cada planta se marcaron entre 4 y 7 botones, cada uno de estos asignados a un estado
de apertura floral. Cuando la flor alcanzaba el estado de apertura asignado, se retiraba de la planta y
se sacaba el polen agitando las anteras con ayuda de pinzas. La siembra y conteo del polen se
realizé de la misma forma descrita anteriormente. A partir de los conteos se estimo el porcentaje de

polen viable por estado de apertura floral.

Receptividad de estigma. Se evalu6 por el método de polinizacién cruzada manual. Para esto se
marco y se sigui6 el desarrollo de 135 botones florales en 25 plantas (2012: 42 botones, 10 plantas;
2013: 93 hotones, 15 plantas). Cada bot6on fue asignado a un estado de apertura de la flor y se

emascularon para evitar la deposicion de polen de la misma flor. Cuando la flor alcanzé el estado de
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apertura asignado, se poliniz6 manualmente con una mezcla de polen de 3 a 4 plantas parentales
externas al grupo experimental. Las flores estuvieron embolsadas con malla de tul antes y después
de efectuada la polinizacién manual; pasadas 24 horas se retiraron los estilos de las flores y se
fijaron en FAA (Formol: Alcohol: Acido acético) con el fin de prepararlos segin Martin (1959) y
realizar conteos de tubos polinicos en el apice del estilo de microscopio de epi-fluorescencia
(Anexo A-2).

Néctar. Se midi6 volumen (uL), concentracién (% brix) y cantidad de azlcar (mg) en diferentes
estados de apertura de la flor. El volumen del néctar se midi6 con capilares calibrados de 10 ul y la
concentracion de azlcares (% Brix), con un refractdmetro de bolsillo (rango: 0-90%). Para estimar
la cantidad de azUcar por flor, primero se calcul6 la cantidad de azlcar por microlitro de néctar (y)
segun Galetto & Bernardello (2005): y=0,00226 + (0,00937 x) + (0,0000585 x2), donde x es la
concentracion (% brix). Este valor se multiplico por el volumen total medido en la flor. La
produccién de néctar se evalu6 por dos métodos: acumulativo (60 flores) y medidas repetidas (80
flores). EI método acumulativo consiste en medir el néctar una sola vez, cuando la flor llega a la
fase floral asignada y el método de medidas repetidas consiste en medir una misma flor en
diferentes momentos de su ciclo floral. La comparacién de estos métodos permite evaluar el efecto
de la remocion sobre la secrecién de néctar. También se evalud la produccion de néctar en
diferentes momentos del dia para determinar si hay reabsorcion o se acumula. Para esto se extrajo el
néctar una sola vez a tres grupos de flores asignado a tres momentos del dia (mafana: 7 am,
mediodia: 12m, tarde: 5pm) sobre la produccion de néctar. Se utilizaron 60 flores en 10 plantas (6
por planta, 2 por grupo). Con esta segunda prueba se evalu6 la produccién de néctar a lo largo del
dia.

Relacion polen/dvulo. Con el fin de complementar la descripcién del sistema reproductivo de V.
meridionale se estimé la produccidn de polen y el nimero de 6vulos por flor en 30 botones florales.
Una antera de cada bot6n se colocé en un tubo de micro centrifuga con 0,5 ml de KOH (1 N) a bafio
maria por 10 minutos y con ayuda de una aguja se macero la antera para asegurarse de que saliera el
polen. El contenido total del tubo se colocé en varias laminas portaobjetos para realizar el conteo de
la cantidad de polen por antera. Para facilitar el conteo, se colocé debajo de la lamina otra ldamina
con una grilla y se contaba el polen por cuadrantes. Al mismo boton de donde se extraia la antera
también se le contaba el nimero de anteras y el niamero de évulos. Para el conteo de los 6vulos, el
ovario se colocé en un tubo de micro centrifuga con 1,5 ml de KOH (1 N) a bafio maria por 10

minutos y después se hizo un “squash” en una lamina portaobjetos. Los conteos de 6vulos se
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realizaron en microscopio optico a 4x. La estimacion de la cantidad de polen por flor se obtuvo al
multiplicar la cantidad de tétradas por cuatro y por el nimero de anteras por flor. Con los valores
obtenidos se obtuvo la relacién polen/ovulo segin Cruden (1977).

Experimentos de polinizacién. Para determinar el sistema reproductivo y dependencia de
polinizadores de V. meridionale se marcaron ramas y en cada rama se marcaron con hilos 30
botones florales (Anexo A-3 a 5). Cada rama marcada en una planta se tomé como una sola unidad

floral (réplica) y se asigné a uno de los siguientes tratamientos:

Apomixis: para evaluar la formacion de frutos sin semillas (partenocarpia) y/o formacion de
frutos y semillas (agamospermia) de forma asexual. Para esto se emascularon (remocion de
anteras) los botones florales y se aisl6 la rama con una bolsa de tul (Anexo A-6). Debido a
que la remocion de las anteras resultd dificil por el tamafio de flor y para comprobar la
formacion de semillas sin participacién de polen, por contaminacién de la manipulacion de
la flor o por el viento, en la localidad de San Miguel se evalu6 un segundo tratamiento de
apomixis con la remocion de estigmas. Asi que se evalu6 apomixis con estimas (Guacheta y
San Miguel) y apomixis sin estigmas (San Miguel).

Autopolinizacion espontanea: Se aisl6 la rama con una bolsa de tul sin recibir ningdn otro
tipo de manipulacion. De este modo solo el polen de la misma flor (o el potencialmente
transportado por el viento) pudo polinizar las flores.

Geitonogamia: para evaluar la existencia de auto-compatibilidad, es decir si el polen de la
misma planta es capaz de germinar en el estima, crecer en el estilo y fecundar los 6vulos. Se
emascularon los botones florales, se aislé la rama con una bolsa de tul y una vez la flor
llegd a su momento de mayor receptividad de estigma se polinizé6 manualmente con polen
viable producido por flores de la misma planta. La polinizacién se realizd con ayuda de un
palillo de dientes y luego de la polinizacién, la rama se embols6 nuevamente.

Xenogamia: para evaluar la compatibilidad de polen de otras plantas. Los botones florales
se emascularon, la rama se aisl6 con una bolsa de tul y una vez la flor lleg6 a su momento
de mayor receptividad estigmatica se polinizé manualmente con polen viable de otras
plantas (4-5) diferentes del grupo experimental. La polinizacion se realizé con palillo de
dientes y después de la polinizacion, las flores se embolsaron nuevamente.

Polinizacion abierta: la rama se dejo expuesto a los polinizadores para evaluar niveles de

polinizacion natural.



Biologia reproductiva de Vaccinium meridionale 10

Suplementacion: Con el fin de determinar si las poblaciones estudiadas se encuentran bajo
limitacion de polen, flores expuestas a polinizadores se suplementaron con polen de otras

plantas (4-5 plantas a mas de 50 m de distancia) diferentes del grupo experimental.

Tres semanas después de aplicados los tratamientos se revisaron las ramas para registrar si ocurrio o
no formacion de frutos (retencién inicial) y quince semanas después de la primera revision se
contaron los frutos cercanos a la madurez (retencién final). Estos se retiraron de las ramas para
medirlos con un calibrador (alto y ancho), pesarlos, contar el namero de semillas y medir las
semillas (alto y ancho). Para extraer las semillas, los frutos se maceraron suavemente y con ayuda
de pinzas se separaron las semillas y se eliminaron los restos del pericarpio. Las semillas se

midieron en microscopio Optico a 4x (con el posterior ajuste de tamafio).

Analisis de datos. Se calcularon estadisticas descriptivas (promedio +desviacion estandar) para
caracteristicas morfoldgicas de los estambres y relacion polen/6vulo. También para las variables
evaluadas a lo largo de la vida de flor: morfoldgicas (longitud del estilo, distancia antera-estigma),
funcionales (receptividad de estigma: nimero de tubos polinicos en el apice del estilo; viabilidad de
polen: porcentaje de germinacion del polen) y de produccion de néctar (volumen, concentracion,
cantidad de azUcar). El efecto de la edad de la flor sobre las caracteristicas morfoldgicas se evalué
con analisis de multivariado de la varianza (MANOVA) y sobre las caracteristicas funcionales con
andlisis de varianza de un factor (edad). Se determiné el coeficiente de correlacidén de Pearson para
analizar la relacion entre receptividad de estigma, distancia antera-estigma y longitud del estilo. Se
analizé el efecto de la edad de la flor sobre la produccion de néctar con analisis de varianza por
rangos (Kruskal-Wallis, métodos acumulativo; Friedman, medidas repetidas), ya que los datos no
cumplieron con el supuesto de homogeneidad de varianza (prueba de Levene, p<0,05). Con base en
los anélisis anteriores se definieron dos fases florales, las cuales se compararon con prueba t
(variables morfoldgicas y funcionales) y Mann-Whitney (variables de néctar). Se evalué el efecto

de la primera remocion en el dia (AM, M, PM) sobre la produccién de néctar con Kruskal-Wallis.

La retencion inicial y final de frutos se expres6é en términos de proporcion: niamero de frutos
formados en la rama/ntmero de flores tratadas en la rama. Con base en la proporcién inicial y final
de frutos se calculd la proporcién de frutos abortados (retencién inicial-retencion final/retencion
inicial). Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la retencidn inicial, retencion final y proporcién
de frutos abortados, se utilizé la prueba de Kruskal- Wallis, dado que los datos no cumplieron con

el supuesto de homogeneidad de varianza (prueba de levene, p <0,05). Cuando la prueba resultd
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significativa se realizaron comparaciones multiples de rangos medios (Siegel & Castellan, 1988)
para identificar diferencias entre pares de tratamientos. Los datos de peso, alto y ancho de frutos,
namero, alto y ancho de semillas se agruparon por replica de cada tratamiento. Estas variables
cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas y se evalu6 el efecto del
tratamiento con MANOVA. Se realizé por separado para cada localidad ya que para San Miguel se
aplicé un tratamiento adicional (apomixis sin estigmas) y no se incluyo el tratamiento de

polinizacion abierta, dado que solamente se formaron frutos en una sola replica.

Se analizaron diferencias en retencion inicial, retencion final y proporcion de frutos abortados entre
la polinizacién abierta con y sin suplementacién con analisis de varianza de dos factores (localidad
y tratamiento). Las variables cumplieron con los supuestos de homogeneidad de varianzas (prueba
de Levene, p>0,05), normalidad e independencia (analisis de residuos). Todos los analisis
estadisticos se realizaron en STATISTICA 10 (StatSoft, 2011).

Con base en los resultados de retencion final de frutos se estimaron los siguientes indices:

indice de autofertilidad (Lloyd &Schoen 1992): (Aut/Xen). Mide la capacidad de las flores
para autopolinizarse en ausencia de polinizadores.

indice de auto-compatibilidad (Lloyd &Schoen 1992): (Gei/Xen). Mide la capacidad de una
planta para producir cigotos después de ser polinizada con polen de la misma flor o planta
con relacién a polinizacién cruzada. Un valor de uno indica auto-compatibilidad; valores
menores de 0.75 indican auto-compatibilidad parcial.

Tasa de autogamia (Charlesworth & Charlesworth 1987): (Xen-Exp-/Xen-Gei). Mide la
proporcion de produccion de frutos o semillas atribuibles a autopolinizacion.

Depresiéon por endogamia (Charlesworth & Charlesworth 1987): 1-(Gei/Xen). Mide la
reduccidn en la progenie endogamica en relacion con aquella proveniente de polinizacion
cruzada.

indice de limitacion de polen (Larson & Barrett 2000): 1- (Exp/Sup). Mide el grado en el
cual el éxito reproductivo de una poblacién esta limitado por insuficiente deposicion de
polen. Un valor de cero indica que no existe limitacion por polinizacion en la poblacion

estudiada.

En los indices, Aut=retencion de frutos por autopolinizacion espontanea, Xen= retencion de frutos

por polinizacién cruzada manual, Gei=retencién de frutos por geitonogamia, Exp=retencion de
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frutos por polinizacion abierta y, Sup=retencion de frutos de flores expuestas a polinizadores con

suplementacion de polen.

1.3 Resultados

Biologia floral. Las flores de V. meridionale se encuentran agrupadas en inflorescencias racimosas
(Fig. 1A), son completas y perfectas. Presentan un pedicelo glabro, un céliz gamosépalo, con
I6bulos verdes e hipanto cilindrico. La corola es gamopétala, tubular con cuatro o cinco Iébulos, a
veces en la misma planta, de color blanco rosado claro a intenso. El gineceo se compone de un
estilo glabro y ovario infero (Fig. 1B) y el androceo de 9+1 estambres, los cuales a su vez presentan
un filamento piloso blanco de 2,37+0,30 mm de largo y anteras de 3,68+0,37 mm de largo, con
papilas de 0,41+01,6 mm de largo y dos tabulos de 2,27+0,26 mm de largo que terminan en poros
oblicuos. El polen se presenta en forma de tétradas y sale facilmente al agitar las anteras. No
obstante en algunas plantas las flores presentan estambres completos pero las anteras no producen
polen, es decir, planta morfolégicamente hermafroditas pero funcionalmente femeninas. Basado en
las plantas utilizadas en las diferentes observaciones y experimentos se estim6 una frecuencia de

plantas femeninas de 17+3%.

Vaccinium meridionale produjo flores durante todo el afio, aunque se observaron dos épocas de
maxima floracién. La primera de febrero a abril y la segunda de julio a septiembre, pero los
individuos en floracién en cada época son diferentes. Un arbusto produce en promedio 385+116
racimos y 1243 flores por racimo a lo largo de su floracién, con un méaximo de floracién
(1128+1020 flores por planta) al inicio del periodo de floral que disminuye a medida que avanza la
floracion. Se identificaron cuatro estados de apertura floral con base en la curvatura de los 16bulos
de la corola: botén (B), recta (R, corola abierta con los l6bulos rectos), inclinada (I, corola abierta
con los l6bulos leventemente inclinados), curvada (C, corola abierta con los I6bulos completamente
curvados). (Fig. 1). A partir de este Ultimo estado se nombraron segun el nimero de dias que duraba
en la planta (Curvada 1-6 dia). Los Iébulos de la corola pasan a un estado recto en 1+0,5 dias,
inclinandose 0,520,5 dias después y curvandose completamente a los 2+1 dias después de registrada

Su apertura.

Las flores tienen una longevidad promedio de 8+2 dias y son protandricas. Desde el estado de botén
se registré viabilidad de polen, la cual se mantuvo relativamente constante durante los dos primeros
dias de apertura floral, con un descenso a partir del tercer dia, por lo que el efecto de la edad fue

significativo (Fe1s5.=2,50; p=0,011) (Fig. 2A). No obstante, la receptividad del estigma aumento a
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medida que avanzaban los dias, aunque fue relativamente alta a partir del cuarto dia (F9/133=3,53;
p=0,001), un dia después de que comienza a disminuir la viabilidad de polen (Fig. 2A). Igualmente,
se encontrd que la receptividad del estigma se relaciona positivamente con el incremento en la
longitud del estilo (r= 0,33; p < 0,01) y en la distancia antera-estigma (r=0,42; p<0,01) que se
incrementan con la edad de la flor (Wilks=0,40; F18/192=6,107; p=0,000). En el estado de botdn,
las anteras y el estigma se encuentran casi en un mismo plano (DAE=0,21+ 0,34) pero a partir del
cuarto dia pueden estar separadas hasta por mas de un milimetro (hercogamia), debido a que se
alarga el estilo (Fig. 2B).

El néctar se produce en la base del estilo y los filamentos de los estambres ayudan a su retencion
(Fig. 1B). La produccion de néctar incrementa con la edad de la flor (Tabla 1), con un efecto
significativo sobre el volumen (acumulativo: H=21,96 gl=5 p =0,000; medidas repetidas: ANOVA
2= 12,75 gl= 5 p = 0,026), la concentracién de azlcares (acumulativo: H= 25,73 gl=5 p =0,000;
medidas repetidas: ANOVA 2 =15,82 gl=5 p=0,007) y la cantidad de azicar (acumulativo: H=
31,85 gl=5 p =0,000; medidas repetidas: ANOVA y2= 32,80 gl= 5 p = 0,000) producido por flor.
En general, la produccion de néctar fue mas baja en las flores sometidas a medidas repetidas
comparadas con aqguellas que se dejaron que acumularan néctar durante un periodo de tiempo (Fig.
3). En particular la concentracién y la cantidad de azucar fueron mas bajas con medidas repetidas
(Fig. 3). Hay mayor disponibilidad de néctar en las horas de la mafiana, con reabsorcién activa
durante el dia. EI volumen y la cantidad de azlcar son significativamente méas altos en la mafiana
(Volumen: H=72,84 gl= 2 p =0,000; Azucar: H=40,11 gl=2, p =0,000), pero la concentracion se
mantiene constante (H=0,65 gl=2 p =0,721) (Fig. 4).

De acuerdo con lo anterior, la antesis se puede dividir en dos fases: flor masculina y flor homégama
con hercogamia (Tabla 1). La fase masculina comprende los primeros tres dias de antesis, tiempo
durante el cual los 1ébulos de la corola se curvan completamente, la viabilidad de polen es mas alta
y aunque hay oferta de néctar la principal recompensa floral es el polen. La fase homdgama con
hercogamia se inicia al cuarto dia de apertura floral, cuando la distancia antera-estigma se encuentra
por encima de los 0.7 mm, lo que coincide con un incremento en la receptividad del estigma y con
una mayor de oferta de néctar. La produccién de néctar (volumen, concentracion y mg de azlcar) es
significativamente mas alta durante la fase homdgama (Tabla 1). Desde el sexto dia de apertura
floral se registrd senescencia, con pérdida de turgencia, manchas de color café y desprendimiento de

la corola junto con los estambres (Fig. 11-K).
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Sistema reproductivo y dependencia de polinizadores. La formacion de frutos (medida como la
relacion frutos/flor) también difirié entre tratamientos de polinizacion. Se produjeron frutos por
apomixis (con y sin estigmas), en ausencia de polinizadores y polinizacion cruzada (xenogamia y
geitonogamia). No obstante, la produccion de frutos fue relativamente baja con todos los
tratamientos y en las dos localidades estudiadas (Tabla 2).

La retencidn inicial (3 semanas después de aplicados los tratamientos) difiri6 entre tratamientos de
polinizacion en las dos localidades (Guacheta: H= 12,05 gl=4 p =0,017; San Miguel: H= 39,06 gl=5
p =0,000) (Tabla 2). Los tratamientos de apomixis con estigmas y autopolinizacion espontanea
registraron la proporcion mas alta de formacion de frutos (Guacheta y San Miguel,
respectivamente). En Guacheta, para polinizacion abierta la retencion inicial fue similar a las
registradas con autopolinizacion espontanea y xenogamia, pero en San Miguel, ésta registrd los
valores mas bajos junto el tratamiento de geitonogamia. En las dos localidades con el tratamiento de

geitonogamia la formacion de frutos fue significativamente baja.

La proporcion de flores que con el tiempo dio lugar a frutos maduros (retencion final) fue diferente
en las dos localidades. En la localidad de Guachetda no se encontraron diferencias entre los
tratamientos de polinizacién (H=4,46 gl=4 p =0,347), no obstante la retencién final en San Miguel
fue significativamente méas alta con los tratamientos de apomixis con estigmas y autopolinizacion
espontanea (H=24,62 gl=5 p =0,000). Con los tratamientos geitonogamia y polinizacién abierta se
obtuvieron los valores mas bajos de retencién final de frutos. Los tratamientos de apomixis sin
estigmas y xenogamia no difirieron entre ellos en la formacion de frutos pero ésta fue mas alta con
relacién a geitonogamia y polinizacién abierta y cercana a la registrada con apomixis con estigmas

y autopolinizacién espontanea (Tabla 4).

La proporcion de frutos abortados fue més alta en San Miguel que en Guacheta (Tabla 4). Aunque
no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (Guacheta: H=7,58 gl=4 p =0,108;
San Miguel: H=7,16 gl=5 p =0,209), con el tratamiento de xenogamia se registro la proporcién mas
baja de aborto de frutos. Con polinizacion abierta la proporcion de aborto de frutos fue similar a la

obtenida con apomixis (con y sin estigmas), autopolinizacion espontanea y geitonogamia.

Con respecto a las caracteristicas de frutos y semillas no se encontraron diferencias entre
tratamientos ni en Guacheta (Wilks=0,69; F24/172=0,80; p=0,735) ni en San Miguel (Wilks=0,54;
F24/102; p=0,708) (Tabla 5). No obstante, para Guachetd con el tratamiento de xenogamia se
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registré en promedio los valores més altos para peso, alto y ancho de los frutos y alto y ancho de las
semillas. En general, las caracteristicas de frutos y semillas fueron similares para los tratamientos de

polinizacion abierta y geitonogamia (Tabla 5).

Relacion polen évulo e indices relacionados con el sistema reproductivo. Se estimé un promedio
de 26290+5881 granos de polen y 47+7 évulos por flor, con una relacion polen/ovulo de 571+133,
lo que clasifica a la especie como xenégama facultativa. El valor del indice de auto-compatibilidad
fue 0,50 para la poblacién de Guachetd y 0,17 para la de San Miguel. El valor del indice de auto-
fertilidad fue 0,71 para la poblacion de Guachetd y 0,99 para la de San Miguel. La tasa de
autogamia fue de 0,04 para la poblacion de Guacheta y 0,74 para la localidad de San Miguel. La
depresion por endogamia fue 0,50 para la poblacién de Guacheta y 0,83 para San Miguel.

Limitacion de polen. No se encontr6 un efecto significativo del tratamiento ni de la localidad ni de
la interaccion entre estos factores sobre la formacion (inicial y final) y aborto de frutos (Tabla 6). El
valor del indice de limitacion de polen fue O para la localidad de Guacheta y de 0,3 para localidad

de San Miguel.

1.4 Discusion

Biologia floral. Vaccinium meridionale presenta flores urceoladas y péndulas, rasgos florales que
obligan a los visitantes florales a colgarse de las flores y entrar en contacto con el estigma. También
presentan anteras poricidas, lo que indica que se requiere de vibraciones de alta frecuencia o
vibraciones especificas para liberar el polen (sindrome de polinizacién por zumbido o vibracién,
Buchmann 1983, De Luca y Vallejo-Marin 2013). De acuerdo con los rasgos florales mencionados
las flores de Vaccinium se encuentran disefiadas para favorecer la polinizacion cruzada por insectos,
en particular por aquellos capaces de hacer polinizacion por vibracion. No obstante, las flores
ofrecen néctar como recompensa a los polinizadores, el polen se presenta en forma de tétradas y su
liberacién de las anteras se da facilmente sin vibracion, caracteristicas que contrastan con el
sindrome de polinizacion por vibracion. La liberacion de polen sin vibracion se ha registrado para
Rhexia virginica (Melastomataceae), una especie con morfologia tipica del sindrome de
polinizacion por zumbido (Larson y Barrett 1999). De esta forma, la polinizacién no estaria limitada
a los insectos que hacen polinizacion por vibracidn, sino que se amplia el espectro de visitantes

florales, que también pueden actuar como polinizadores (Cane et al. 1985).
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Para el area de estudio se conoce que las flores de V. meridionale son visitadas por abejas (Apis
mellifera, Bombus hortulanus, B. rubicundus, B. atratus, Thygater, Halictidae) moscas, mariposas,
polillas y avispas (Pinilla 2013, Chamorro, obs. pers.). De estos, Bombus y Thygater realizan
polinizacion por zumbido y se han observado en las flores de V. meridionale haciendo vibrar las
anteras para recoger polen (Pinilla 2013). No obstante, A. mellifera que no tiene la capacidad de
vibracién y las moscas, que se observaron solamente recolectando néctar, también transportan polen
de V. meridionale (Pinilla 2013). Aunqgue la cantidad de polen que transportan es baja (7 + 20
tétradas) comparada con la transportada por Bombus (24 + 45 tétradas) (Pinilla 2013), en el caso de
A. mellifera se conoce que ésta es suficiente para polinizar y producir frutos (capitulo 2). Con lo
anterior se refuerza la hip6tesis de que los rasgos florales de V. meridionale tienden a promover la
polinizacion por vibracion, en particular por Bombus, pero asimismo no excluyen a otros posibles

polinizadores.

Los estambres de V. meridionale presentan papilas (Fig. 1B) que facilitan que las abejas puedan
presionar las anteras durante la vibracién cuando van por polen, pero que junto con los tricomas en
los filamentos de los estambres (Fig. 1B) actian como mecanismo de barrera para que los insectos
gue van por néctar no lo tomen desde el espacio entre la corola y los estambres sino que tienen que
introducir su lengua por entre las anteras y de esta forma reciben polen sin vibracion (Stephens et
al. 2012). No obstante, también se considera que las papilas pueden contribuir a la autopolinizacion
por viento, ya que las corrientes de aire hacen golpear las papilas contra las paredes de la corola y
liberan el polen de los tabulos de la antera (Hagerup 1954). La autogamia por viento puede ser uno
de los mecanismos que expliquen la formaciéon de frutos con el tratamiento de exclusion de
polinizadores en V. meridionale. Aunque también puede haber polinizacion por viento, dado que
crece en ambientes abiertos con fuertes corrientes de aire que podrian liberar el polen, como ha sido
reportado para otras ericAceas como Calluna vulgaris (Mahy et al. 1998), Pernettya rigida

(Anderson et al. 2000) y Pernettya mucronata (Arroyo & Squeo 1987).

Las flores de V. meridionale presentan protandria y hercogamia, rasgos florales que tienen la
funcion primaria de reducir la interferencia entre las funciones sexuales femenina y masculina e
incrementar la cantidad de polen disperso hacia otros individuos y de esta forma prevenir la auto-
polinizacion y promover la polinizacion cruzada (Barrett 2002). No obstante, si la especie es
hermafrodita auto-compatible con un gran despliegue floral, la protandria y la hercogamia no son
efectivos para evitar la autogamia, debido a un incremento de deposicién de polen de la misma

planta facilitada por polinizadores (Medrano et al. 2005). Vaccinium meridionale es parcialmente
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auto-compatible, con un gran despliegue floral, las abejas visitan entre 10 y 20 flores de forma
secuencial en una misma rama, lo cual podria incrementar las tasas de auto-fertilizacion via
geitonogamia. Asimismo, dado que la liberacion de polen se da facilmente sin vibracion y este
permanece viable cuando el estigma se vuelve receptivo, hay deposicion de polen de la misma flor
facilitada por insectos, lo que también haria poco efectiva la separacion espacial y temporal de

estructuras reproductivas.

Las flores de V. meridionale duran entre 6 y 10 dias, lo cual se considera una longevidad floral larga
y caracteristica de la familia ericaceae (Primack 1985). También es comun en especies de montafia,
tanto en los andes como en otras regiones del mundo (Primack 1985, Rathcke 2003, Steinacher &
Wagner 2010, Torres-Diaz et al. 2011). Una larga longevidad floral junto con gran despliegue floral
en especies de alta montafia, se consideran mecanismos compensatorios para aumentar la atraccion
de polinizadores y/o la probabilidad de polinizacion, con el fin de asegurar la fecundacion cruzada,
en situaciones o ambientes de escasez e imprevisibilidad de polinizadores (hipdtesis de “aumento en
la probabilidad de polinizacion”, Torres-Diaz et al. 2011). No obstante, largas longevidades florales
y grandes despliegues florales, como los mostrados por V. meridionale pueden incrementar la
geitonogamia (Rathcke 2003, Ashman 2004), que segin el sistema reproductivo de la especie
llevaria a altas tasas de depresion de endogamia (ver discusion mas adelante) y a una reduccion en
el éxito reproductivo femenino (produccién de frutos y semillas). Por lo tanto, la geitonogamia es
una negativa pero inevitable consecuencia de mantener el entrecruzamiento en el proceso de
exportar e importar polen e incrementar el éxito reproductivo masculino y femenino (Harder &
Barret 1995, Mitchell et al. 2004).

Como se sefiald anteriormente, las flores de V. meridionale producen néctar como recompensa para
sus polinizadores. El néctar es la recompensa floral mas importante ofrecida por las angiospermas a
sus visitantes florales y sus caracteristicas (volumen, concentracion, dindmica de secrecion, entre
otras) influyen sobre el comportamiento de estos (frecuencia de visitas y movimiento entre las
flores) y en consecuencia sobre la importacion y exportacion de polen (Galetto & Bernardello
2005). En V. meridionale, se encontré que el volumen, la concentracion de azlcares y los
miligramos de azlcar en el néctar son afectados por la edad de la flor, con un sesgo hacia la funcién
femenina. Se registr6 una mayor produccion de néctar cuando el estigma estuvo completamente
receptivo. Este sesgo puede estar relacionado con procesos de seleccion sexual y/o puede ser un
mecanismo para reducir la geitonogamia (Carlson & Harms 2006). En el caso de V. meridionale

parece estar relacionado con ambos mecanismos, ya que la especie se encuentra bajo una posible
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fendmeno de ginodioecia (ver discusion mas adelante) y existe una alta probabilidad de
geitonogamia dado el gran despliegue floral y la larga longevidad de las flores. Un sesgo femenino
en la produccién de néctar puede afectar el comportamiento de los polinizadores, ya que estos
tenderian a moverse entre plantas para buscar flores completamente abiertas que tienen mayor
recompensa. De esta forma podria aumentar el éxito reproductivo masculino (transferencia de

polen) y femenino (fertilizacion de dvulos).

Las flores que estuvieron sometidas a medidas repetidas produjeron menor cantidad de néctar
comparadas con las que se removié una sola vez. Ademas el néctar se produce una sola vez en el
dia (posiblemente en la noche), se encuentra disponible principalmente en la mafiana, se reabsorbe
durante el dia e incrementa con la edad. Estas caracteristicas pueden ser resultado de un “trade-off”
entre el cumplimiento de las funciones masculina y femenina y el coste energético de producir el
recurso dia a dia. La produccion de néctar implica un costo para la planta en términos de
crecimiento y / o la reproduccion (Pyke 1991), en consecuencia, la disminucion de la produccién
total de néctar después de la extraccion y la reabsorcién de néctar podrian reducir este costo
(Bernardello et al. 2004). La reabsorcion de néctar permitiria a la planta reutilizar los recursos e
invertirlos al siguiente dia si la polinizacion no ocurre (Nepi & Stpiczynska 2008). Una disminucion
en la cantidad de néctar producido en las flores que fueron sometidas a medidas repetidas, sugiere
gue la secrecion de néctar puede reducirse o detenerse después de las visitas de los polinizadores.
Este mecanismo puede maximizar la transferencia de polen porque los polinizadores tendrian que
visitar diferentes flores y tal vez diferentes plantas con el fin de satisfacer sus necesidades
metabolicas (Heinrich 1975) lo que reduciria la posibilidad de geitonogamia. La mayor
disponibilidad de néctar en la mafiana y reabsorcion activa durante el dia, puede estar relacionado
con los polinizadores naturales de la especie, los abejorros del género Bombus, los cuales visitan las
flores desde muy temprano, incluso bajo condiciones de baja temperatura (Heinrich 1975). El
incremento en la produccion de néctar con la edad de la flor puede aumentar la posibilidad de

geitonogamia pero también puede aumentar la probabilidad de polinizacién.

Sistema reproductivo. Vaccinium meridionale presentd un sistema reproductivo mixto, con
produccion de frutos y semillas por autogamia, alogamia y agamospermia. Igualmente segun el
indice de auto-compatibilidad (0,33) y la relacion polen/évulo (571£133), la especie es
parcialmente auto-compatible y xendégama facultativa, respectivamente. A excepcion de la
agamospermia, estos resultados estan de acuerdo con lo registrado para otras especies de Vaccinium

(Jacquemart & Thompson 1996, Stephens et al. 2012) y en general para las Ericaceae (Jacquemart
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2003) que se consideran presenta sistemas reproductivos mixtos. Asimismo concuerdan con lo
propuesto por Cruden (1977) y Ramirez (2005), quienes mencionan que los sistemas de
cruzamientos estan relacionados con el hébitat, porque en aquellos hébitats con condiciones
ambientales poco estables, las especies benefician la mezcla de diferentes sistemas de cruzamiento,
presentdndose las xendgamas facultativas, que regularmente son autocompatibles, las cuales
comUnmente requieren de un polinizador. Esto a su vez esta acuerdo con la hipotesis de Luteyn
(1989), que propone que especies de Ericaceae de habito lefioso y colonizadoras, como V.
meridionale, son facultativamente auto-compatibles. Las perturbaciones han sido favorables para
las ericaceas neotropicales y sugiere que han evolucionado y seguiran haciéndolo como oportunistas
de habitats perturbados. Por lo tanto, su funcion primaria es ser pioneras o colonizadoras en
ambientes de montafia inestables donde los polinizadores también pueden ser escasos. Al relacionar
esto con los mecanismos morfoldgicos de la flor para reducir la autogamia como la dicogamia, se
presenta una concordancia con Ramirez (2005), que menciona que mecanismos de dicogamia y
hercogamia, estan influenciados de manera significativa por el habitat y la protandria tiende a
incrementarse en ambientes severos. Con respecto a la apomixis, esto puede corresponder a su
estrategia de reproduccién clonal (Mandujano 2007) y en un escenario de colonizacion la apomixis

se considera una ventaja para el aseguramiento reproductivo (Richards 2003).

En las dos localidades estudiadas se registr6 una produccion de frutos relativamente baja con
relacién a la cantidad de flores utilizada en los experimentos y registrada en las plantas (14% para
Guacheta y 9% para San Miguel). Al respecto se han planteado multiples hipétesis (Guitian 1993),
las cuales no son mutuamente excluyentes: a) El exceso de produccién de flores es una ventaja ya
que aumenta el atractivo general de la planta para los polinizadores y mejora las tasas de
fertilizacion generales (hipotesis de atraccion), b) La presencia de un exceso de flores permite a la
planta abortar selectivamente frutos de "mala calidad" (hipétesis de aborto selectivo), ¢) Aunque
algunas plantas de la poblacién son morfolégicamente hermafroditas, pueden actuar como
donadoras de polen (hipétesis de funcién masculina), d) El exceso de flores permiten a la planta
explotar de forma inesperada condiciones favorables en términos de disponibilidad de recursos
(hipotesis de disponibilidad de recursos), €) El exceso de flores pueden constituir una fuente de
reserva de ovarios en el caso de que ocurra una alta mortalidad durante el periodo de floracion
(hipotesis de reserva de ovario). Los resultados de este trabajo aportan evidencia para la hip6tesis de
aborto selectivo, en el sentido de que hubo mayor aborto de frutos con los tratamientos de

autopolinizacion espontanea y geitonogamia que con el tratamiento de xenogamia, lo sugiere que
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hay una seleccién de frutos provenientes de entrecruzamiento. Ademas se estimd una alta depresion

por endogamia en las dos poblaciones estudiadas (Guachetd=0,50; San Miguel=0,83).

Segun Lande & Schemske (1985), la direccion en que evolucionan los sistemas de reproduccion
depende del nivel de depresién por endogamia. Si esta es menor del 50% se favorece la autogamia,
pero si es superior a este valor se favorece el entrecruzamiento. Por lo tanto, la depresion por
endogamia es la mayor fuerza que se opone a la evolucion de los sistemas de autopolinizacion
(Charlesworth & Charlesworth 1987). Los efectos negativos de la endogamia sobre el aborto de
frutos estarian en linea con la "hipotesis del aborto selectivo”, lo que sugiere que V. meridionale
produce exceso de flores para permitir el aborto de frutos de autopolinizacion. El aborto selectivo
de frutos se ha registrado para otras especies que también producen grandes cantidades de flores y
frutos en baya, como Prunus mahaleb (Guitian 1994, Pflugshaupt et al. 2002) y Vaccinium
macrocarpon (Brown & McNeil 2006) y se considera una estrategia para optimizar el esfuerzo
reproductivo y no necesariamente debido a una insuficiente polinizacién. Aunque hay acuerdo
general en que los bajos niveles de produccion de frutos se relacionan con altos costos de
produccién de frutos. Con lo anterior también se aporta evidencia para la hipdtesis de “aumento en
la probabilidad de polinizacion” en especies de alta montafia, que sugiere que las especies en vez de
evolucionar en la direccién de la autogamia, adquiririan un conjunto de rasgos que les permitirian

mantener la fecundacién cruzada (Torres-Diaz et al. 2011).

Las altas tasas de aborto puede ser también consecuencia de mecanismos de auto-incompatibilidad
gue se dan de forma tardia a nivel de ovario durante la division del cigoto (Seavey & Bawa 1986).
Hay autopolinizacion, crecimiento normal de tubos polinicos en el estilo y estos alcanzan los évulos
tan rapido como los de polinizacién cruzada. Se da la fertilizacién y se inicia el desarrollo del
endospermo, pero la division del cigoto falla y ocurre la degeneracion del endospermo y del saco
embrionario. Esto puede ocurrir semanas después de la polinizacion. En ericaceas solamente se ha
registrado incompatibilidad tardia en Rhododendron (Seavey & Bawa 1986), en otras especies se ha
determinado que corresponde a mecanismos de depresion por endogamia temprana que ocurren
durante el desarrollo del embrién. En general se considera comun la depresion por endogamia en
Ericaceae, debido a que son perennes y muchas son clonales, como las especies del género
Vaccinium. Se han demostrado depresion por endogamia temprana (aborto de frutos y semillas) en
Kalmia latifolia (Rathcke & Real 1993), Calluna vulgaris (Mahy y Jacquemart 1999) y varias

especies dentro del género Vaccinium (V. angustifolium, V. corymbosum, V. myrtilloides, V.
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myrtillus, V. vitis-idaea) (Krebs y Hancock 1990, 1991, Guillaume & Jacquemart 1999, Hokanson
& Hancock 2000, Raspé et al. 2004, Nuortila et al. 2006).

La clonalidad puede aumentar la depresion por endogamia dado que hay una mayor probabilidad de
autogamia por medio de geitonogamia. La clonalidad da lugar a la produccion de ramets, es decir,
unidades potencialmente independientes que son genéticamente idénticas a la planta progenitora
(genet). En consecuencia, la expansion de clones en especies xendgamas (que se entrecruzan)
representara una desventaja en comparacion con la expansion de clones en las especies autogamas
(que pueden autocruzarse), ya que la propagacion clonal puede interferir con los patrones de
dispersion de polen, afectando las oportunidades de apareamiento de los genets (cruzas
geitonogamicas intraramet e inter-ramet de un mismo genet) (Mandujano 2007). La geitonogamia
en especies autoincompatibles resultaria en la nula produccién de frutos y semillas, mientras que en
las especies autocompatibles llevaria a una reduccién en la produccién de frutos y semillas por
depresion endogamica. Por lo tanto, una posible razén para la baja produccion de frutos con
polinizacion abierta en la localidad de San Miguel fue alto flujo de polen genéticamente similar
entre los individuos de la poblacion y/o por la baja autocompatibilidad expresada por V.
meridionale en esta localidad (0,17 ). Segun los resultados de la tasa de autogamia y la depresion
por endogamia (0,74 y 0,83, respectivamente) ambas eventos pudieron haber ocurrido, ya sea por
autopolinizacion facilitada por polinizadores (geitonogamia, autogamia) y/o por autopolinizacion
autonoma (Lloyd & Schoen 1992). Segun el indice de autofertilidad (Guachetd=0,71, San
Miguel=0,99) la especie puede autopolinizarse en ausencia de polinizadores y con la exclusion de
polinizadores se obtuvo formacion de frutos. Igualmente, se ha observado que cuando una abeja (A.
mellifera, B. hortulanus) visita una flor en busca de néctar, el polen sale facilmente y queda en el
estigma (autogamia facilitada) y antes de abandonar un arbusto puede visitar cientos de flores
(principalmente B. hortulanus, 15 flores/minuto). Se conoce que los abejorros del género Bombus,
causan altos niveles de geitonogamia en plantas con grandes despliegues florales (Klinkhamer et al.
1994; Mitchell et al. 2004), por lo que esta forma de autopolinizacién puede estar contribuyendo de

forma significativa a la tasa de autogamia en V. meridionale.

Otro aspecto que indica que V. meridionale busca promover el entrecruzamiento y disminuir la
autogamia, fue el registro en las dos poblaciones estudiadas de plantas con flores morfol6gicamente
hermafroditas pero funcionalmente femeninas. En otras palabras, plantas con esterilidad masculina.
Cuando esta mutacion se mantiene en una poblacion y se encuentran plantas “femeninas” junto con

plantas hermafroditas, la poblacién se denomina ginodioica. La ginodioecia ya se ha registrado para
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otras ericdceas como Gaultheria en Nueva Zelanda (9 especies, Delph et al. 2006), Pernettya
postrata en Ecuador (Middleton 1991), Leucopogon melaleucoides en Australia (Vaughton &
Ramsey 2011) y Vaccinium angustofolium (Myra et al. 2004, Bell et al. 2012). La frecuencia
estimada (17+3%) de plantas femeninas en las dos poblaciones de V. meridionale es similar a la
registrada para las especies de ericaceae mencionadas anteriormente. La ginodioecia se considera
un estado de transicion hacia la dioecia (separacion de sexos) y las condiciones méas favorables para
su establecimiento se dan cuando hay una alta tasa de autogamia y de depresion por endogamia y un
incremento en la produccién de 6vulos por las plantas femeninas (Charlesworth & Charlesworth
1978). De acuerdo con los resultados de este trabajo las dos primeras condiciones se presentan en V.
meridionale y ademas se observé que en las plantas femeninas hay una alta retencion de frutos. Una
planta con esterilidad masculina puede establecerse en la poblacién si compensa de alguna manera
su falta de produccion de polen. Se ha propuesto que con esterilidad una planta puede incrementar
la produccion de 6vulos, como resultado de la asignacion de los recursos disponibles para la
reproduccion (Charlesworth y Charlesworth 1978). Ademas se ha argumentado que una mutacion
hacia la esterilidad masculina libera la planta de los efectos negativos de geitonogamia sobre la
produccidn de frutos. Por lo tanto un aumento en la produccion de frutos en plantas con esterilidad
masculina puede ser debido tanto a la reduccién de la geitonogamia y a los costos ahorrados en la
produccion de polen. Ademas debido a que las plantas femeninas son incapaces de autopolinizarse,
Son menos propensas a experimentar endogamia comparada con las plantas hermafroditas. En
consecuencia una severa depresién endogdmica podria conferir una ventaja selectiva para las

plantas femeninas y asi contribuir a su permanencia en las poblaciones naturales (Ashman 2006).

El tipo de polinizacion (autopolinizacion, polinizacién cruzada) parece no tener relacion con las
caracteristicas de los frutos y semillas en V. meridionale. Incluso con apomixis se obtuvieron
similares a los registrados con polinizacién abierta y polinizacion manual externa (xenogamia).
Aunque con este Ultimo tratamiento se obtuvieron frutos y semillas de mayor tamafio, la diferencia
con respecto a los otros tratamientos no fue lo suficiente grande para afirmar que el origen del polen
si tiene un efecto positivo 0 negativo sobre estas caracteristicas. En un estudio de 20 poblaciones de
V. meridionale el tamafio del fruto no mostré variacién fenotipica, por lo que se considera que esta
determinado genéticamente y no por el ambiente (Ligarreto et al. 2011). Igualmente el tamafio de
las semillas podria relacionado con el nimero de semillas y el espacio para su desarrollo dentro del
fruto (Castro et al. 2012).
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Limitacion de polen. En las dos localidades estudiadas no se registré un incremento en la retencion
de frutos con suplementacion de polen a flores expuestas a polinizadores. De acuerdo con esto la
especie no enfrenta limitacion de polen. Este resultado se confirmé con el indice de limitacion de
polen, aunque para la localidad de San Miguel parece hacer cierto grado de limitacién de polen ya
que con el indice se obtuvo un valor de 0,29 y la retencion de frutos fue menor en flores expuestas a
polinizadores sin suplementacién de polen. Estos resultados concuerdan con los niveles de
autocompatibilidad estimados para las dos poblaciones, en San Miguel fue mas baja que en
Guachetd, ya que se considera que cuando la especie es autocompatible es menos sensible a una
limitacién de polen gracias a que esta puede ser mitigada con la autopolinizacion, como mecanismo

de aseguramiento reproductivo (Larson & Barrett 2000).

La retencion de frutos fue mas alta en Guachetd que en San Miguel, lo cual podria indicar
limitacion de polen, no solo por cantidad sino también por calidad. Con los experimentos de
polinizacion se observé que cuando se limit6 la entrada de polinizadores, se emasculo la flor y
solamente se polinizd con polen externo, se registr6 menos aborto de frutos comparado con
autopolinizacién espontanea y con geitonogamia. Por lo tanto, la limitacion estaria dada por una
insuficiente deposicidn de polen externo, genéticamente diferente de la poblacion (Chacoff et al.
2008). Cuando las flores estan expuestas a polinizadores pueden recibir cargas mixtas de polen,
tanto de polen propio como de polen externo, pero si el polen externo es similar al de la propia
planta debido a que no hay suficiente variacion genética en la poblacion por la clonalidad, se

aumentaria la tasa de autogamia y en consecuencia el aborto de frutos por depresion por endogamia.

1.5 Conclusiones

La produccion de frutos y semillas en V. meridionale no depende exclusivamente de los
polinizadores ya que la especie puede asegurar su reproduccion por autogamia y agamospermia. No
obstante, en el agraz se observé una fuerte depresion por endogamia, lo que indica que hay un
proceso de seleccion natural y sexual para disminuir la autogamia y favorecer el entrecruzamiento.
Esto se refleja en mecanismos florales para atraer polinizadores (grandes despliegue floral, larga
longevidad floral y sesgo en la produccion de néctar hacia funcion femenina) y evitar la
interferencia entre las funciones sexuales (dicogamia y hercogamia). Igualmente las poblaciones se
encuentran bajo un proceso de ginodioecia, como proceso para evitar los efectos deletéreos de la
depresion por endogamia y aumentar el éxito reproductivo femenino (produccion de frutos y

semillas) y masculino (trasferencia de polen).
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De acuerdo con lo anterior los polinizadores son fundamentales para la reproduccion de V.
meridionale ya que pueden aumentar la tasa de exocruzamiento y asi contribuir con el
mantenimiento de la variabilidad genética de la poblacién. Sin embargo su funcién va a depender de
la variabilidad genética intrapoblacional que puede verse afectada naturalmente por el crecimiento
clonal de la especie (Albert et al. 2008) pero disminuida por la fragmentacién y procesos
extractivos no sostenibles (Medina et al. 2009). Entonces el potencial productivo de las plantas
estaria limitado por los polinizadores si estos no depositan polen externo diferente de la planta que
visitan. Si esto no ocurre se disminuye la produccién por aborto selectivo de frutos. Para obtener
una buena produccion de agraz se hace necesario conservar la variabilidad genética de las

poblaciones y los polinizadores que permitan un flujo de polen dentro y entre estas.
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Tabla 1-1. Resumen de las caracteristicas morfolégicas y funcionales de flor de Vaccinium
meridionale en sus dos fases florales. Los valores son promedio + error estandar. Se presenta
resultados de las prueba t o de Mann-Whitney (Z). Valores marcados con * son significativos a

p<0,001, ns=no significativo.

Fase homégama

Rasgo floral Fase masculina .

con hercogamia
Distancia antera-estigma (mm) 0,54+0,03 0,98+0,05 t=-7,40*
Viabilidad de polen (%) 58,31£3,5 54,9443 t= 0,64 ns
Receptividad estigma (# tubos polinicos)  18,0+2 3142 t=-4,09*
Volumen (uL) 1,4+0,2 5,1+0,6 Z=-6,61*
Brix (%) 20,042,2 42,7+1,8 Z=-5,63*

Azlcar (mg) 0,43+0,07 2,83+0,38 Z=-6,79*
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Tabla 1-2. Retencion inicial y final y proporcion de frutos para los tratamientos de biologia
reproductiva evaluados en dos poblaciones de Vaccinium meridionale. Se presenta promedio + error
estdndar. Valores marcados con la misma letra en la misma columna de la localidad no son
estadisticamente diferentes (Kruskal Wallis, comparaciones maltiples de rangos medios, p<0,05).
Se indica el nimero de flores utilizadas para cada tratamiento.

Localidad/Tratamiento Flores Inicial Final Abortados
Guacheté (Subtotal) 3931 0,24+0,27 0,14+0,18 0,31+0,36
Apomixis con estigmas 512 0,41+0,06a 0,19+0,04a  0,41+0,10a
Autopolinizacion espontanea 963 0,24+0,05ab  0,11+0,02a  0,38+0,09a
Polinizacién Abierta 1727 0,23+0,06ab  0,15+0,05a  0,38+0,09a
Geitonogamia 303 0,11+0,04b 0,07£0,03a  0,14+0,10a
Xenogamia 426 0,1940,05ab  0,15+0,04a  0,15+0,05a
San Miguel (Subtotal) 2876 0,22+0,25 0,09+0,15 0,64+0,35
Apomixis con estigmas 566 0,34+0,05ab  0,15+0,04a  0,59+0,06a
Apomixis sin estigmas 480 0,1940,05bc ~ 0,07+0,03ab  0,75+0,10a
Autopolinizacion espontanea 480 0,44+0,05a 0,1240,03a  0,73+0,07a
Polinizacion abierta 480 0,07+0,05¢ 0,04+0,04b  0,72+0,24a
Geitonogamia 390 0,07+0,03c 0,02+0,01b  0,70+0,15a
Xenogamia 480 0,17+0,07bc 0,12+0,06ab  0,39+0,14a
Total 6807 0,23+0,26 0,12+0,17 0,46+0,39




27 Biologia reproductiva de Vaccinium meridionale

Tabla 1-3. Caracteristicas de frutos y semillas obtenidos con los diferentes tratamientos de biologia
reproductiva evaluados en Vaccinium meridionale. R=NUmero de ramas en las cuales se registro

produccidn. N= nimero de frutos medidos. Se presenta el promedio (z error estandar) agrupado de

las ramas.

Localidad/tratamiento R N Peso Alto Ancho #Sem Ancho Semillas Alto Semillas
Guacheta

Apomixis con estigmas 13 86 0,22+0,02 6,16+0,22 7,01+0,25 24+3  1,00+0,03 1,37+0,04
Autopolinizacion 12 78 0,23+0,03 6,2040,32 7,17+0,40 2243  0,99+0,02 1,45+0,04
espontanea

Polinizacién Abierta 13 92 0,20#0,03 5,87+0,28 6,78+0,32 18+3  1,00+0,03 1,45+0,04
Geitonogamia 8 24 0214005 5099+055 6,78+0,55 20+3  0,94+0,04 1,39+0,08
Xenogamia 12 60 0,2840,03 6,80+0,29 7,84+0,32 1643  1,02+0,03 1,49+0,03
San Miguel

Apomixis con estigmas 13 47 0,26£0,04 6,610,35 7,30:0,35 28+2  0,95+0,02 1,37+0,04
Apomixis sin estigmas 6 22 0324005 7,28+0,52 7,75+0,57 27+2  1,01+0,03 1,42+0,05
Autopolinizacion 10 41 0,2640,03 6,6240,35 7,27+0,33 23+3  0,96+0,03 1,32+0,05
espontanea

Polinizacién abierta 1 6 021 6,60 6,98 46 0,85 1,20
Geitonogamia 4 16 0324007 7,17+0,77 7,92+0,66 24+7  0,99+0,09 1,4140,12

Xenogamia 5 21 0,34+#0,11 7,14+0,63 7,86+0,84 28+5 1,07+0,10 1,38+0,08
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Tabla 1-4. Resultados del andlisis de varianza para evaluar diferencias en la produccién y aborto de

frutos provenientes de polinizacion abierta con y sin suplementacion de polen en dos poblaciones de

Vaccinium meridionale. Se presenta promedio +error estandar agrupado de las ramas.

Sin Suplementacién

Con Suplementacion

Variable  Factor ol F ) San
Guachetd San Miguel Guacheta )
Miguel
Localidad 2,76 0,104
Inicial Tratamiento 1,41 0,01 0,944 0,23+0,10 0,12+0,10  0,20+0,09 0,13+0,11
Localidad*Tratamiento 0,05 0,830
Localidad 3,05 0,09
Final Tratamiento 1;41 0,00 09 0,15+0,07 0,08+0,08  0,16+0,07 0,06+0,06
Localidad*Tratamiento 0,04 0,85
Localidad 0,28 0,605
Abortados  Tratamiento 1,20 0,71 0,408 0,41+0,12 0,58+0,42  0,23+0,14 0,69+0,20
Localidad*Tratamiento 3,19 0,089

gl=grados de libertad del factor; grados de libertad del error.
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Figura 1-1. Inflorescencia (A), morfologia (B), estados de apertura (C. Botdn floral, D. Recto, E.
Inclinado, F-H. Curvada) y senescencia (I-J) de la flor de Vaccinium meridionale. Desarrollo del

fruto después de polinizacion a los 8 dias (K) y tres semanas (L).
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Figura 1-2. Caracteristicas funcionales (A. Receptividad de estigma y Viabilidad de polen) y
morfoldgicas (B. longitud del estilo y Distancia antera-estigma) de la flor de Vaccinium meridionale

en diferentes estados de apertura de la flor. Se indican el promedio * error estandar.
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Figura 1-3. Cambios en el volumen (A) concentracion (B) y cantidad de azlcar (C) del néctar de
Vaccinium meridionale en diferentes estados de apertura de la flor, evaluados por medidas
repetidas (varias medidas del mismo grupo de flores) y acumulativo (cada medida en diferentes

grupos de flores y en diferentes momentos). Se presenta promedio (+ error estandar).
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Figura 1-4. Efecto de la primera remocion en el dia sobre el volumen (A), concentracion (B) y
cantidad de azucar (C) en el néctar de Vaccinium meridionale. Valores marcados con la misma
letra no son estadisticamente diferentes (Kruskal Wallis seguido por comparaciones multiples de

rangos medios, p<0,05). Se presenta promedio (z error estandar).



2. Eficiencia de polinizacion y efecto de la presencia
de colmenas de Apis mellifera sobre la
produccion de frutos de agraz Vaccinium
meridionale

2.1 Introduccién

El servicio de polinizacion, ademas del beneficio econdmico derivado de la comercializacion de
los productos apicolas, es uno de los principales argumentos para promover la apicultura en
programas de conservacion de biodiversidad y manejo de recursos naturales, dado que las abejas
durante la recoleccion de néctar y polen pueden polinizar plantas en el medio natural y en
consecuencia contribuir con la regeneracion de las coberturas naturales (Brown 2001). Ademas las
abejas pueden polinizar plantas silvestres y/o cultivadas cuya producciéon de frutos puede ser
importante para las comunidades locales (Jacobs et al. 2006) o para el sostenimiento de fauna
nativa amenazada (Cayuela et al. 2011). Igualmente si los productos apicolas tienen su origen en
los arboles y/o coberturas boscosas estos pueden ser promovidos como productos forestales no
maderables (PFNM). El reconocimiento de los productos apicolas como PFNM y de impactos
positivos como la polinizacion, permite considerar a la apicultura como actividad productiva
compatible con la conservacion de biodiversidad. No obstante, en un contexto geografico donde

Apis mellifera es una especie exotica se debe considerar su impacto ecolégico.

Apis mellifera es una especie nativa del viejo mundo (Africa, Europa y Asia suroccidental) pero ha
sido ampliamente introducida en diferentes regiones del planeta por fines econémicos (incrementar
las cosechas de algunas especies cultivadas, y sobre todo para la produccién de cera y miel), y hoy
en dia esta distribuida en préacticamente todo el planeta. Estas abejas sociales estan consideradas
como polinizadores altamente polilécticos o generalistas (i.e. visitan una gran variedad de plantas),
son muy eficientes a la hora de colectar néctar/polen, su domesticacion es relativamente sencilla y
ademas pueden alcanzar altas densidades poblacionales (Goulson 2003, Moritz et al. 2005). Sin

embargo, estds mismas caracteristicas han llevado a cuestionar, revisar y debatir el impacto
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ecoldgico de A. mellifera sobre la fauna y flora nativa (Butz 1997, Goulson 2003, Paini 2004,
Moritz et al. 2005, Roubik 2009), con resultados contrastantes. Hay estudios que muestran que las
abejas no afectan o son benéficas para la polinizacion de plantas nativas, especialmente para
aquellas en zonas fragmentadas donde los polinizadores nativos han disminuido por la pérdida de
habitats (Dick 2003, Caraballo-Ortiz & Santiago-Valentin 2011). Sin embargo, otros estudios
muestran que A. mellifera tiene impactos negativos sobre el éxito reproductivo de plantas nativas,
dado que desplazan a los polinizadores nativos y son polinizadores menos eficientes que estos,
incluyendo otras abejas y aves (Gross & Mackay 1998, Hansen et al. 2002, Celebrezze & Paton
2004), o sencillamente es un parasito floral, el cual toma gran cantidad de recursos sin prestar un
servicio, con posibles efectos sobre relaciones de polinizacién entre las plantas y los polinizadores
nativos. Aunque se ha demostrado que el impacto de A. mellifera sobre los polinizadores no
siempre es negativo, ya que estos pueden cambiar sus preferencias florales y buscar recursos
alimenticios alternativos (Roubik 2009). De acuerdo con lo anterior, para evaluar adecuadamente
el potencial de la apicultura como alternativa productiva para fortalecer programas de conservacion
de biodiversidad es necesario determinar la importancia de A. mellifera como polinizador del

medio natural.

Entre las principales caracteristicas a considerar para evaluar la importancia de A. mellifera como
polinizador se encuentran su eficiencia de polinizacién y los efectos de altas densidades de abejas
sobre el éxito reproductivo de la planta, directos (niveles de polinizacion y fructificacién) e
indirectos (monopolizacion de recursos para polinizadores nativos). La eficiencia de la
polinizacion se define como la contribucion de un polinizador al éxito reproductivo de una planta
después de una sola visita a una unidad floral y se mide en términos de la cantidad de polen de la
misma especie depositado sobre el estigma, formacion de frutos y/o nimeros de semillas (Sampson
& Cane 2000, Gross 2001, Neves & Viana 2011). Los visitantes florales pueden variar en su
eficiencia de la polinizacién por una diversas razones, ninguna de las cuales se excluyen entre si,
incluyendo su capacidad para recoger y depositar el polen, el grado en el cual se limpian el polen
de sus cuerpos, y su comportamiento durante su visita a las flores (de visitantes legitimos a
ladrones de recursos, de acuerdo a si su cuerpo entra 0 no en contacto directamente con las
estructuras reproductivas) (Adler & Irwin 2006). Igualmente, la cantidad de polen removido o
depositado en el estigma en una sola visita de un polinizador puede variar con la morfologia floral.
Se considera que flores que no presentan estructuras que restringen el acceso a los recursos y que
mantienen sus 6rganos reproductivos expuestos a los visitantes son mas facilmente polinizadas por

A. mellifera (Rosaceae, Myrtaceae). Sin embargo, las especies con atributos mas especializados,
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tales como las anteras poricidas, apenas son polinizadas por A. mellifera, ya que esta abeja no es
capaz de vibrar los musculos de sus alas lo suficientemente fuerte para transferir vibraciones a las

anteras y liberar el polen (Solanaceae, Melastomataceae) (Neves & Viana 2011).

En Colombia los bosques andinos de la Cordillera Oriental se reconocen como uno de los
ecosistemas prioritarios para adelantar acciones tendientes a su manejo y conservacion, debido
entre otros aspectos, a que constituyen el habitat para el roble Quercus humboldtii Bonpl.
(Fagaceae), especie en estado vulnerable y con veda nacional para su aprovechamiento forestal
(Rodriguez et al. 2005; Salinas & Cérdenas 2007). La apicultura se ha planteado como alternativa
no maderable con alto potencial para ser integrada al manejo y conservacion de los bosques
andinos, dado que se han identificado productos apicolas (miel y polen) con origen botéanico en el
roble y en especies nativas presentes en los bosques y en los matorrales asociados a estos, que
pueden ser promovidos como PFNM (Chamorro et al. 2013a, b). Sin embargo, no se conoce la
importancia de A. mellifera como polinizador de las plantas nativas que dan origen a estos
productos y ayudan a sostener los apiarios. La apicultura se da a pequefia escala pero los apiarios
son fijos, por lo tanto en todas las épocas del afio hay abejas recolectando néctar y polen de las

coberturas naturales, para la produccion de miel pero también de polen apicola.

Dentro de las especies potencialmente polinizadas por A. mellifera y que crecen en matorrales y
bosque de roble se encuentra el agraz Vaccinium meridionale (Ericaceae), un arbusto de
importancia ecolégica (especie pionera e inductora de bosques) pero también econémica (Ligarreto
et al. 2011). Las comunidades rurales recolectan los frutos del agraz para su posterior
comercializacién en plazas de mercado locales o venta a intermediarios (Torres et al. 2009). Los
frutos se usan para elaborar una gran variedad de productos como postres, vinos y mermeladas) y
se ha determinado que presentan muy buenas propiedades nutracéuticas, principalmente
antioxidantes (Garzén et al. 2010). Ademas los frutos tienen un alto potencial de exportacion, ya
que la especie ha sido incluida en la lista de especies que pueden ingresar al mercado de los
Estados Unidos de América (Torres et al. 2009). Vaccinium meridionale presenta un sistema
reproductivo mixto, produce frutos por agamospermia, autogamia y entrecruzamiento. No
obstante, la especie busca promover el entrecruzamiento, dado que presenta rasgos florales para
atraer un amplio grupo de polinizadores (anteras poricidas pero facil liberacion de polen,
produccion de néctar, gran despliegue floral, larga longevidad floral) y presenta una fuerte
depresion por endogamia (Capitulo 1). La especie es visitada por diferentes grupos de insectos

nativos (avispas, mariposas, polillas), pero los abejorros Bombus hortulanus son sus principales
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polinizadores (Pinilla 2013). En el contexto anterior, los objetivos de este trabajo fueron 1) Evaluar
la eficiencia de A. mellifera como polinizador del agraz con relacion a B. hortulanus y, 2) Evaluar
el efecto de la presencia de colmenas de A. mellifera sobre los niveles de polinizacion y
fructificacion del agraz; con fin de aportar a la valoracion de la apicultura como alternativa
productiva que puede ser integrada al manejo y conservacion de biodiversidad en paisajes andinos
con bosques de rable.

2.2 Materiales y métodos

Area de estudio. El estudio se realizd en la vertiente occidental de la cordillera Oriental de
Colombia, en territorios de los municipios de Chiquinquird (Boyaca), Guacheta (Cundinamarca) y
San Miguel de Sema (Boyaca), que hacen parte de la cuenca de la laguna de Fuquene. Comprende
agro-ecosistemas andinos de montafia entre los 2500-3000 msnm, donde el agraz crece de forma
silvestre en areas en regeneracién y en bosques de roble. En general el agraz crece acompafiado de
otras especies de flora nativa (Gaiadendrom punctatum, Hesperomeles goudotiana, Miconia
squamulosa, Monochaetum myrtoideum, Morella parvifolia) que pueden ser mas abundantes que
este, aungue en algunos sitios se realiza remocion de cobertura vegetal y el agraz crece junto con
especies exoticas maderables (Pinus patula, Eucalyptus globulus). La precipitacién media anual
esta entre 1100 y 1300 mm y la temperatura media media anual entre 13 y 16°C (Mufioz et al.
2009). Los muestreos se realizaron en el afio 2013, durante las principales floraciones (enero-

marzo, junio-septiembre).

Eficiencia de polinizacion. Se evaluaron visitas Unicas de A. mellifera y B. hortulanus (machos,
obreras y reinas) para determinar cantidad de polen depositado en el estigma, formacion de frutos,
aborto de frutos y caracteristicas de frutos (peso, ancho, alto, nimero de semillas). Para la
deposicion de polen se aislaron botones florales con bolsas de tul y cuando estos abrieron y
llegaron a su estado de mayor receptividad estigmatica (3 dias después de abiertas), se removio la
bolsa para exponer la flor a una sola visita de la abeja. Después de la visita se retir6 la flor de la
planta, se cortd el estigma, se colocd en una lamina portaobjetos con un trozo de gelatina coloreada
con fucsina y se cubrié con una lamina cubreobjetos. La lamina se calent6 y el cubreobjetos se
presiond suavemente para extender el estigma y que se colorearan los granos de polen. En

microscopio éptico a 20x, se contd el nimero de tétradas presentes en el estigma.
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Para la formacion de frutos, se marcaron ramas y en cada rama se removieron las flores abiertas y
se dejaron solamente botones, los cuales se aislaron con una bolsa de tul. Cada rama marcada en
una planta se tom6 como una sola unidad floral (réplica). Tres dias después se quito la bolsa y la
rama se expuso a una sola visita de la abeja. A medida que la abeja iba visitando una flor la corola
se marcaba con un marcador y después de que la abeja se iba, las flores visitadas se marcaban con
hilos, se contaban el nimero de flores visitadas y se colocaba nuevamente la bolsa. Tres semanas
después se revisaron las ramas para registrar si ocurrié o no formacion de frutos (retencion inicial)
y quince semanas después de la primera revision se contaron los frutos cercanos a la madurez
(retencion final). Estos se retiraron de las ramas para medirlos con un calibrador (alto y ancho),
pesarlos y contar el nimero de semillas. Para extraer las semillas, los frutos se maceraron
suavemente y con ayuda de pinzas se separaron las semillas y se eliminaron los restos del

pericarpio. Las semillas se midieron en microscopio dptico a 4x.

Efecto de la presencia de colmenas. Para esto se seleccionaron seis sitios de aprovechamiento de
agraz (tres con colmenas y tres sin colmenas de A. mellifera), cada una separado por mas de 2km
(Tabla 1). Los sitios se nombraron segtn el apellido del propietario de la finca: Jiménez, Bolivar,
Sierra para los tres sitios con colmenas y Gonzalez, Moreno y Pefia para los sitios sin colmenas. En
cada sitio se evalud la densidad de floracion del agraz, deposicion de polen, densidad de visitantes
florales y formacion de frutos (con y sin exclusion de polinizadores). La densidad de floracién y de
visitantes florales se evalud cuatro veces por sitio, cada 12 dias. El disefio experimental y las

variables medidas siguen las recomendaciones dadas por Vaissiere et al. (2011).

Para evaluar la formacion de frutos, en cada sitio se marcaron ocho plantas y en cada planta 50
racimos que se dejaron expuestos a los polinizadores (400 racimos por sitio). Adicionalmente en
cuatro de estas plantas se marcaron 50 racimos (200 racimos por sitio), los cuales se aislaron de los
polinizadores con bolsas de tul. Los racimos expuestos a polinizadores se usaron para evaluar la
densidad de floracion, para lo cual se cont6 el namero de flores por racimo (botones y abiertas) y el
namero de racimos por planta. Con estos valores se calcul6 el nimero total de flores por planta. El
primer conteo de flores se realizé cuando se colocaron las marcas. En ocho plantas cercanas a las
plantas marcadas se estimé la densidad de visitantes florales por medio de la técnica de escaneo.
Esta técnica consiste en registrar la cantidad de individuos de cada especie que se encuentra en las
flores al momento de realizar la observacion. En el agraz se revisaron 50 racimos por planta.

Cinco meses después del primero conteo de flores, se contd el nimero de frutos formados por

racimo (expuestos y embolsados) en las plantas marcadas.
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En el primero muestreo de densidad de floracion, se tomaron al azar 30 flores de cada planta
marcada (diferentes de los racimos marcados) y se fijaron con FAA (Formol, Alcohol, Acido
Acético, Agua destilada en proporciones 10, 50, 5, 35, respectivamente) para realizar conteos de
polen depositado en el estigma (240 flores por sitio). Los estigmas se sometieron a digestion con
NaOH (8N) por dos horas a 60°C en bafio maria y se colorearon con anilina azul. Los estigmas se
colocaron en una lamina portaobjetos y se cubrieron con lamina cubreobjetos, la cual se presiond
suavemente para extender el estigma y facilitar el conteo de polen (del agraz y de otras especies).

En microscopio dptico a 40x, se contd el namero de granos de polen en el estigma.

Analisis de datos. Se compard la eficiencia de polinizacion entre A. mellifera y B. hortulanus a
nivel de especie, dado que se obtuvieron pocos datos para las diferentes castas de B. hortulanus
(machos, obreras y reinas). Sin embargo se presentan los valores obtenidos de las diferentes castas
para fines comparativos. Se utiliz una prueba t de Student para comparar la cantidad promedio de
polen depositado en el estigma por las dos especies. Esta variable cumplié con el supuesto de
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene, p>0,05). También se compararon las dos especies
de abejas con respecto a los frutos obtenidos de las visitas Unicas. Las variables respuesta fueron:
retencion inicial, retencion final, proporcion de frutos abortados, peso (g), ancho (mm), alto (mm)
y nimero de semillas. Dado que la unidad de andlisis fue la rama, la retencion inicial y final de
frutos se expresd en términos de proporcion: nimero de frutos formados en la rama/nimero de
flores marcados en la rama. Con base en la proporcién inicial y final de frutos se calculd la
proporcion de frutos abortados (retencion inicial-retencién final/retencién inicial). Los datos de
peso, alto, ancho, nimero de semillas de los frutos se agruparon por replica (rama) de cada
tratamiento. Se utilizd la prueba U de Mann-Whitney para comparar la retencién inicial, final y
proporcion de frutos abortados, debido a que los datos no cumplieron con el supuesto de
homogeneidad de varianza (prueba de Levene, p <0,05). Las variables de peso, ancho, alto y
namero de semillas cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, por

lo que se utilizé una prueba t de Student.

En cuanto al efecto de la presencia de colmenas, las variables respuesta fueron: densidad de abejas
meliferas, densidad de polinizadores nativos, deposicion de polen (nimero de granos de polen en
el estigma) y formacion de frutos. Se utilizé una prueba t de Student para comparar la densidad
promedio de abejas meliferas y polinizadores nativos entre los sitios con colmenas y sin colmenas.

Ambas variables cumplieron con la prueba de homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene,
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p>0,05). La deposicion promedio de polen en el estigma en los sitios con colmenas se compar6 con
la de los sitios sin colmenas con la prueba U de Mann-Whitney, dado que la datos no cumplieron
con el supuesto de homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene, p<0,05). La formacion de frutos
se expresd en términos de proporcion para cada racimo: nimero de frutos en el racimo/nimero
maximo de flores registrado en un racimo en la planta. Estos datos no cumplieron con el supuesto
de homogeneidad de varianza (analisis de residuos, prueba de Levene p<0,05), por lo que se utilizd
la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones multiples de rangos medios (Siegel &
Castellan 1988) para identificar diferencias entre tratamientos (racimos expuestos de sitios con
colmenas, racimos embolsados de sitios con colmenas, racimos expuestos de sitios sin colmenas,
racimos embolsados de sitios sin colmenas). Se calcularan correlaciones de Spearman entre las
variables anteriores, para lo cual los datos de todas las variables se resumieron (promedio) a nivel
de planta. Todos los analisis estadisticos se realizaron en STATISTICA 10 (StatSoft 2011).

2.3 Resultados

Eficiencia de polinizacion. La deposicion de polen no difirio entre A. mellifera y B. hortulanus
(Tabla 2). Asimismo tampoco se encontraron diferencias en la formacion ni en el aborto de frutos
(Tabla 3). Inicialmente con A. mellifera se registr6 mayor retenciéon de frutos pero las tasas de
aborto compensaron estas diferencias y la formacion de frutos fue similar con las dos especies. Sin
embargo, hay que destacar que con visitas Unicas de reinas y machos de B. hortulanus la tasa de
aborto de frutos fue menor comparado con las obreras y A. mellifera, las cuales presentaron
proporciones similares (Tabla 3). Como especie B. hortulanus no difirio de A. mellifera pero
cuando se consideran diferencias a nivel de castas, las visitas Unicas de reinas de B. hortulanus
presentaron mayor retencién de frutos tanto inicial como final (Tabla 3). Con respecto a la
caracteristicas de los frutos, tampoco se encontraron diferencias pero las visitas Unicas de B.
hortulanus resultaron en frutos de mayor tamafio y peso (Tabla 4). EI namero de semillas no difirié
entre A. mellifera y B. hortulanus, pero con visitas Unicas de reinas y machos se obtuvo el mayor

namero de semillas (Tabla 4).

Efecto de la presencia de colmenas. En total se registraron 1711 insectos visitando las flores de
V. meridionale, de los cuales 89,5% de los registros corresponden a A. mellifera y 10,5%
corresponden a polinizadores nativos. Dentro de los polinizadores nativos se definieron tres
grupos: B. hortulanus (machos, obreras, reinas), Bombus atratus (machos, obreras, reinas), otras

abejas (Bombus sp., Thygater, Halictidae) y otros insectos (dipteros, lepidopteros: mariposas y
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polillas e himendpteros: avispas) (Tabla 5, Fig. 1). Por su abundancia se destacaron los machos de
B. hortulanus y B. atratus y abejas de la familia Halictidae.

La densidad de A. mellifera difiri6 ente los sitios con y sin colmenas, aunque en una de localidades
sin colmenas (Gonzalez) la densidad fue cercana a los sitios con colmenas (Tabla 6). En general la
densidad de polinizadores nativos no difiri6 entre sitios con colmenas y sin colmenas. No obstante,
en dos de los sitios sin colmenas (Gonzélez y Moreno) se registraron altas densidades de
polinizadores nativos, en la localidad Gonzélez principalmente abejas de la familia Halictidae y en
la localidad Moreno, machos de B. hortulanus y B. atratus (Tabla 5y 6). No se encontré relacion
entre la densidad de A. mellifera y polinizadores nativos (r=0,23; p=0,11), sin embargo cuando se
considera su densidad con relacién a la cantidad de flores disponibles esta se mantiene
relativamente alta, superando hasta por tres veces la densidad promedio de los polinizadores
nativos. Un arbusto produce en promedio 385+116 racimos y 12+3 flores por racimo a lo largo de
su floracién, con un maximo de floraciéon (1128+1020 flores por planta) al inicio del periodo de
floral que disminuye a medida que avanza la floracion (Figura 2). También se observé que cuando
disminuye la densidad de A. mellifera aumenta la de polinizadores nativos o cuando la densidad de

A. mellifera aumenta la densidad de polinizadores nativos disminuye (Figura 2).

La deposicion de polen no difirié entre sitios con y colmenas (Tabla 6) y no se registré polen de
otros especies en los estigmas. Los sitios con altas densidades de A. mellifera y altas densidades de
polinizadores nativos (Jiménez y Gonzalez) presentaron los valores mas altos de deposicion de
polen y estos fueron significativamente diferentes de los otros sitios (Tabla 6). En la localidad
Sierra, donde hay colmenas de A. mellifera, se registré la mas baja deposicién de polen (Tabla 6).
Sin embargo la deposicién no se relacioné con la densidad de A. mellifera (r=0,10; p=0,51) pero si
con la densidad de polinizadores nativos aunque esta relacion fue relativamente débil (r=0,36;
p=0,01). La formacion de frutos de racimos expuestos a polinizadores tampoco difirié entre sitios
con y sin colmenas, pero si se encontraron diferencias significativas cuando se considera la
formacién de frutos de racimos excluidos de polinizadores. En los sitios con colmenas la
formacién de frutos fue significativamente mas alta en los racimos expuestos a polinizadores con
respecto a los racimos excluidos de polinizadores a diferencia de los sitios sin colmenas donde la
formacién de frutos fue similar para los dos tratamientos (Tabla 6). En los sitios con mayor
deposicion de polen la produccion de frutos fue baja (Gonzalez y Jiménez) y en el sitio con menor
deposicion de polen (Sierra) la produccién de frutos fue mas alta, por tal motivo se encontr6 una

relacién negativa moderadamente fuerte entre la deposicion de polen y la produccion de frutos (r=-
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0,62; p=0,00). No se encontrd relacion significativa entre la densidad de polinizadores y la
produccidn de frutos (A. mellifera: r=-0,03; p=0,83; Polinizadores nativos: r=-0,23; p=0,12).

2.4 Discusion

Las comparaciones entre la cantidad de polen depositado por A. mellifera y B. hortulanus, asi
como de las caracteristicas de los frutos obtenidos de la visitas Unicas, muestran que las dos
especies son polinizadores eficientes de V. meridionale. Estos resultados estan de acuerdo con lo
registrado para Vaccinium ashei (variedades “Climax” y “Premier”), para la cual A. mellifera es
igual de eficiente que las abejas silvestres Habropoda laboriosa y Osmia ribifloris (Sampson y
Cane 2000). No obstante, los resultados son en general contrastantes con los obtenidos para otras
especies de Vaccinium. Javorek et al. (2002), en su trabajo para evaluar la eficiencia de
polinizacion de diferentes especies de abejas visitantes del arandano bajo (Vaccinium
angustifolium), encontraron que Bombus y Andrena son mas eficientes en la deposicion de polen
que A. mellifera. Con una sola visita de una abeja nativa se forma fruto, mientas que se requieren
maltiples visitas de abejas meliferas para obtener el mismo resultado. Igualmente para V. ashei
(variedad “Tifblue”), A. mellifera es menos eficiente comparada con las abejas nativas (Sampson y
Cane 2000). También en V. corymbosum una sola visita de un abejorro es equivalente a cuatro
visitas de abejas meliferas (Dogterom 1999). El principal argumento para explicar la baja
eficiencia de A. mellifera en las especies de Vaccinium es su incapacidad para hacer vibrar las
flores y liberar el polen. No obstante, en V. meridionale esto no constituye un factor limitante ya
que el polen sale facilmente sin vibracion. Por lo tanto, los resultados de este trabajo aportan
evidencia para la hipétesis de que la polinizacion en V. meridionale no estaria limitada a los
insectos que hacen polinizacion por vibracion, sino que se amplia el espectro de visitantes florales,

gue también pueden actuar como polinizadores (Capitulo 1).

En el trabajo de Javorek et al. también se consider6 la eficiencia de polinizacion de diferentes
castas de Bombus (reinas y obreras) y se encontrd que las obreras son menos eficientes que las
reinas pero ambas castas son mas eficientes que A. mellifera. Se requieren de tres a cuatro visitas
de A. mellifera para que se deposite la misma cantidad de polen que deposita una reina de Bombus
en una sola visita. En V. meridionale se obtuvieron pocos datos para visitas Unicas de reinas de B.
hortulanus pero se encontrd que estas depositan menos cantidad de polen que las obreras y que A.
mellifera. Sin embargo, la retencion de frutos y el nimero de semillas fue mas alta con las visitas

Unicas de reinas. Igualmente la proporcién de frutos abortados fue menor con las visitas Unicas de
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reinas. Estos resultados sugieren la cantidad de polen no es factor importante en la eficiencia de
polinizacion de los polinizadores de V. meridionale sino que haya deposicion de polen de plantas
diferentes y menor deposicion de la misma flor, planta o ramet (individuos genéticamente idénticos
a la planta progenitora) ya que V. meridionale es una especie clonal (Medina et al. 2009, Ligarreto
et al. 2011). Las reinas serian mas eficientes que las obreras debido a que permanecen menos
tiempo en las plantas y en los parches de plantas y tienen mayores rangos de vuelo, por lo que
pueden entrar en contacto con plantas genéticamente diferentes (Kudo et al. 2011). En su estudio
con Rhododendron aureum (Ericaceae) Kudo et al. encontraron que la geitonogamia (polinizacion
de flores de la misma planta) aument6 con una mayor actividad de las obreras ya que estas
permanecen mas tiempo en las flores y presentan distancias cortas de vuelo entre inflorescencias.
Por otra parte varios autores consideran que A. mellifera puede aumentar la geitonogamia ya que
visitan muchas flores en una misma planta particularmente en aquellas especies con grandes
despliegues florales (Celebrezze & Paton 2004; Neves & Viana 2011), sin embargo no hay
estudios especificos que evaltan su contribucion a la tasa de autogamia. De acuerdo con lo
anterior, la deposicion de polen externo va a depender a su vez del movimiento y distancia de
desplazamiento de los polinizadores, que en el caso de V. meridionale puede ser un factor critico
en su reproduccién ya que la especie muestra una fuerte depresion por endogamia posiblemente
asociado con altos niveles de polinizacion via geitonogamia consecuencia de un gran despliegue y

longevidad floral (Capitulo 1).

Apis mellifera fue el polinizador dominante de V. meridionale en todos los sitios estudiados y en
todos los momentos de la floracién del agraz, incluso cuando hay baja densidad floral. Si bien
estos resultados no son suficientes para concluir que hay un impacto negativo de A. mellifera sobre
los polinizadores nativos, si sugieren un monopolizacion del recurso por parte de esta abeja, 1o que
podria afectar a las poblaciones de polinizadores silvestres, en particular a los abejorros del género
Bombus que son los méas abundantes en las flores del agraz después de las abejas meliferas. El
impacto de A. mellifera sobre los polinizadores nativos depende de la importancia del recurso para
el sostenimiento de estos y de la capacidad que tengan los polinizadores nativos para encontrar
recursos alternativos y que estos sean equivalentes al recurso monopolizado (Paini 2004, Roubik
2009). En caso contrario, una reduccion en la cantidad de alimento podria reducir el éxito
reproductivo de los polinizadores nativos y en consecuencia sus poblaciones (Paini 2004). Para el
area de estudio la fundacion de nuevos nidos de B. hortulanus coincide con la floracion del agraz,
lo cual indica que el recurso puede ser importante pare este abejorro. No obstante durante esta

época los abejorros también visitan de forma frecuente otras especies como M. myrtoideum, M.
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squamulosa, G. punctatum, Symplocos theiformes, que son mas abundantes que el agraz
(Chamorro Obs. pers). Por lo tanto, para poder determinar el impacto de la reduccién de los
recursos del agraz por la presencia de colmenas de A. mellifera sobre las poblaciones de Bombus se
hace necesario evaluar la importancia del recurso con relacion a otros y al desarrollo de las
colonias (medidas directas de éxito reproductivo). Estudios similares se han realizado con Bombus
(Bombus occidentalis, Bombus terrestris) y otras abejas silvestres nativas (Hylaeus alcyoneus,
Colletidae) y se ha encontrado que en la proximidad de colmenas hay una reduccidn significativa
en el éxito reproductivo de las especies (menor cantidad de nidos en H. alcyoneus, menor
produccion de huevos en B. occidentalis y reinas de menor tamafio en B. terrestris) (Thomson
2004, Paini & Raoberts 2005, Elbgami et al. 2014).

Después de A. mellifera, los machos de Bombus (B. hortulanus, B. atratus) fueron los mas
abundantes en la flores de V. meridionale. Especificamente en el sitio Moreno, se registr6 la mayor
densidad de machos tanto de B. hortulanus como de B. atratus. Entre los polinizadores, los
abejorros del género Bombus se consideran uno de los mas importantes y eficientes en zonas de
clima frio y templando. Esta afirmacion se sustenta en estudios con hembras, principalmente con
obreras, ya que estas son las que sostienen los nidos después de su iniciacion por la reinas, pero
con pocos estudios a practicamente nulos, que analicen la importancia de los machos de Bombus
en la polinizacién (Ostervik et al. 2010, Wolf & Moritz 2014). En general, la importancia de los
machos de abejas en la polinizacion de plantas cultivadas o silvestres ha sido poco estudiado
(Ne’eman et al. 2006, Wolf & Moritz 2014). En los estudios realizados se ha demostrado que los
machos pueden ser polinizadores tan eficientes como las hembras, y a diferencia de las obreras que
son forrajeadoras centrales (retornan a un nido), estos presentan caracteristicas en su
comportamiento gue se consideran benéficas para el éxito reproductivo de los plantas, en particular
en ecosistemas fragmentados. Los machos tienen mayores rangos de vuelo, permanecen menos
tiempo en los parches y se mueven entre parches de forma méas frecuente que las obreras, lo cual
favorece el flujo de polen y el entrecruzamiento. En este estudio se obtuvieron pocos datos de
visitas Unicas de machos de B. hortulanus, sin embargo con estos se registraron valores similares a
los obtenidos con obreras y reinas y con A. mellifera. Incluso, el mayor nimero de semillas se
obtuvo con visitas Gnicas de machos. Segin lo anteriormente expuesto, los machos de Bombus
pueden estar realizando un aporte importante a la polinizacién de V. meridionale, en particular con
el flujo de polen entre parches, lo cual es importante en su reproduccién dado la clonalidad del
agraz y las altas tasas de aborto de frutos cuando provienen de autopolinizacion (depresién por

endogamia).
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La deposicion de polen fue mayor en sitios con altas densidades de abejas meliferas y
polinizadores nativos, pero en estos la produccion de frutos fue baja. Estos resultados pueden estar
relacionados con diferentes factores: 1) altas tasas de geitonogamia asociado con altas densidades
de visitantes florales que permanecen mucho tiempo en la misma planta, como algunas moscas y
abejas de la familia Halictidae observados en los muestreos, 2) saturacion del estigma con polen, lo
que puede llevar a pérdida de receptividad, lo que se ha registrado para otras especies de
Vaccinium (Parrie & Lang 1992) y, 3) grado de parentesco entre las plantas de la poblacion. Si las
poblaciones estan formadas por individuos genéticamente similares las tasas de autogamia pueden
ser mayores y en consecuencia se disminuye la produccion debido a depresion de endogamia, lo
cual se ha observado en el agraz (Capitulo 1) y 4) caracteristicas de las plantas seleccionadas con
respecto a su funcion en la poblacion (fuente de semillas y/o de polen). Vaccinium meridionale se
encuentra bajo proceso de separacion sexual ya que se ha detectado que en las poblaciones hay
plantas funcionalmente femeninas y plantas hermafroditas (ginodioecia). Se ha registrado que la
presencia de plantas femeninas causa que las hermafroditas aumenten la produccion de polen y
disminuyan la produccion su produccion de frutos para aumentar su contribucion en la progenie
(Ashman 2006). En otras palabras en las poblaciones ginodioicas es comln encontrar plantas que
actan principalmente como fuente de polen y no como fuente de semillas. Esto se ha registrado
para Vaccinium angustifolium y se considera importante para el manejo de los cultivos. En estos
deben estar presentes tanto plantas femeninas como hermafroditas que sirvan como donadoras de
polen (Myra et al. 2004).

La produccion de frutos de racimos expuestos a polinizadores no difirié entre sitios con y sin
colmenas pero si la produccion de frutos de racimos embolsados. Estos resultados sugieren que la
presencia de colmenas puede estar favoreciendo la polinizacion cruzada. Vaccinium meridionale
asegura su reproduccion por mecanismos asexuales o por autogamia, pero busca promover el
entrecruzamiento facilitado por polinizadores (fuerte depresién por endogamia y mecanismos
florales para aumentar la probabilidad de polinizacién por polinizadores como gran despliegue
floral, larga longevidad floral y sesgo en la produccién de néctar hacia la funciéon femenina). En
ese sentido, una mayor densidad de polinizadores podria favorecer la polinizacién cruzada y
disminuir la tasa de autogamia (geitonogamia) dado que el néctar disponible disminuye
rapidamente, lo que obligaria a los polinizadores a tener que moverse entre plantas y parches con
mayor frecuencia en la blsqueda de recursos, y de estar forma aumentaria el flujo de polen

(Mallick & Driessen 2009, Keasar et al. 2008). Sin embargo, es importante realizar estudios que
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evallen el impacto de la presencia de colmenas sobre la cantidad de néctar disponible y su efecto
en la tasa de autogamia y entrecruzamiento. Por lo tanto, la densidad de polinizadores silvestres
(principalmente Bombus spp. y abejas meliferas silvestres) es suficiente para asegurar una buena
produccién pero no para asegurar un entrecruzamiento. Estos resultados son importantes no solo
para la reproduccion de la especie sino que pueden tener relevancia en términos productivos ya que
la especie parece haber desarrollado adaptaciones de historia de vida para maximizar el esfuerzo
reproductivo en respuesta al origen del polen. La produccidon de frutos es baja (20-30%), como se
encontrd en este trabajo y en los ensayos de biologia reproductiva, pero esta puede disminuir si hay
mayores tasas de autogamia (Capitulo 1). Esto se ha registrado para otras especies que producen
muchas flores pero pocos frutos, porque hay aborto selectivo de frutos (Stephenson 1981,
Pflugshaupt et al. 2002).

25 Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que A. mellifera es un polinizador eficiente de V.
meridionale y sugieren que la presencia de colmenas puede estar favoreciendo la retencion de
frutos por polinizacion cruzada. Esto es de gran relevancia para el manejo y conservacién de la
especie, ya que se encuentran en peligro de erosion genética por endogamia, debido a la
fragmentacidn de los bosques y un proceso extractivo no sostenible derivado del incremento en la
demanda de los frutos (Medina et al. 2009). Igualmente las densidades de abejas meliferas
registradas en los sitios de estudio no parece afectar la abundancia de polinizadores nativos, pero si
podria estar ocurriendo una fuerte competencia entre las especies ya que A. mellifera monopoliza
los recursos ofrecidos por el agraz. Esto podria limitar el potencial de la apicultura en términos de
un aumento en el namero de colmenas, ya que con una mayor densidad de abejas, superiores a las
registradas en este trabajo, si podrian verse afectadas las poblaciones de polinizadores nativos con
relacién a su éxito reproductivo por una reduccion drastica o eliminacion de un recurso que puede
ser importante en su sostenimiento. En ese sentido es recomendable mantener una apicultura con
bajas densidades de colmenas ya que es menos probable que tengan un impacto fuerte sobre los
polinizadores nativos, y puede contribuir a través de la polinizacidn, con el sostenimiento de otras
formas de uso no maderable de los bosques andinos con roble, algunas con potencial econémico
(promisorias) como el agraz. Por lo tanto se hace necesario ampliar los estudios hacia otras
especies presentes en los matorrales, como Hesperomeles goudotiana, Rubus spp., Symplocos

theiformis, V. stipularis, Viburnum spp. y Weinmannia tomentosa visitadas frecuentemente por A.
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mellifera y que son protectoras de quebradas, inductoras de matorrales y de bosques de roble
(Aguilar 2009). Incluso, algunas de estas especies (H. goudotiana, Rubus spp, V. stipularis)
también producen frutos aprovechados por las comunidades rurales con fines alimenticios o
medicinales. Con esta informacién se podra realizar una evaluacion integral del potencial de la
apicultura como alternativa de uso no maderable para los bosques andinos con roble en la

Cordillera Oriental de Colombia.
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Tabla 2-1. Sitios seleccionados (con y sin colmenas) para evaluar el efecto de presencia de colmenas de Apis mellifera sobre la produccion de

agraz Vaccinium meridionale.

Tratamiento

Con colmenas

Sin Colmenas

Nombre del sitio Jiménez Bolivar Sierra Pefia Gonzélez Moreno
Departamento Boyaca Boyaca Cundinamarca | Boyaca Boyaca Boyaca
Municipio San Miguel de Sema Chiquinquira Guacheta Chiquinquira San Miguel de Sema  San Miguel de Sema
Vereda Pefia Blanca Arboledas Gacheta Alto Sasa El Charco San Isidro
Latitud 5,554149 5,594305 5,4586 5,6287 5,5716 5,51730
Longitud 73,7248 73,7485 73,6647 -73,7278 -73,7379 -73,6931
Altura (msnm) 2850 2727 2846 2786 2673 2732
Colmenas 2 4 4 0 0 0

Distancia (m) 100 25

Camara de cria 2 4 4

Un alza 2 3
Uso actual Matorral agraz Matorral agraz Matorral agraz | Matorral agraz ~ Potrero agraz Eucalipto agraz
Densidad agraz 180 120 220 150 110 300
# especies asociadas 37 32 34 30 29 18

Bosque de
Bosque de roble (20), E:sst?;ael cégor)c,)ble 0 Bosque de roblg (10), Bosque de roble (20),  Bosque de roble (50),

Coberturas asociadas FI\’/IastlzaIes (50), - Matorral (15), roblg (60), Past!zal (30). Pastizales (70), Pastizal (30), Pastizal
o atorrales (20), Cultivo : Pastizal (20), Pastizal -
(%) (5), Plantacion forestal Cultivos (5), Matorral (10), | arbolado (30), Cultivo (5), arbolado (10), Matorral

Manejo
Pendiente (%0)
Terreno circundante

Ubicacidn de las plantas
seleccionadas

()

NO
10
Ondulado y montafioso

Pie de elevacion

Plantacion forestal
(10)

Poda, humus, plateo
35
Ondulado

Ladera convexa

Cultivo (10)

NO
22
Montafioso

Ladera plana

Matorral (10),
Cultivos (20)

NO
42
Ondulado

Ladera plana

Matorrales (5)

NO
15
Ondulado

Meseta

(5), Cultivos (5)

Poda, plateo
40
Ondulado y montafioso

Ladera plana
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Tabla 2-2. Deposicion de polen por Apis mellifera y Bombus hortulanus en una sola visita a

Vaccinium meridionale. N=numero de flores. Se presenta promedio + error estandar.

Tratamiento N # granos de polen  Minimo Mé&ximo
Apis mellifera 42 121+11 16 278
Bombus hortulanus 31 94+16 0 305
Obreras 20 112419 1 283
Machos 6 92+47 1 305
Reinas 5 30+15 0 69
Prueba t 1,38

P 0,173
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Tabla 2-3. Formacidn (Inicial, Final) y aborto de frutos después de una sola visita de Apis mellifera
y Bombus hortulanus a flores de Vaccinium meridionale. Se muestra promedio + error estandar.

Retencién Retencién

Tratamiento Replicas  Flores  Frutos (I)  Frutos (F) 0 ") Aborto
Apis mellifera 41 494 115 37 0,24+0,04 0,15+0,04 0,53+0,08
Bombus hortulanus 37 375 69 37 0,19+0,04 0,12+0,03 0,34+0,09
Machos 4 19 4 4 0,15+0,12 0,09+0,06 0,25+0,25
Obrera 23 244 41 23 0,15+0,04 0,08+0,03 0,49+0,14
Reinas 10 112 25 10 0,31+0,11 0,23+0,08 0,16+0,11
Prueba U de Mann-Whitney 702,5 664,5 175,5

P 0,563 0,816 0,074
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Tabla 2-4. Caracteristicas de los frutos de Vaccinium meridionale después de una sola visita de

Apis mellifera y Bombus hortulanus. Se muestra promedio + error estandar.

Tratamiento Peso (g) Alto (mm) Ancho (mm) Semillas (#)

Apis mellifera 0,27+0,02 6,56+0,17 7,59+0,18 25+1

Bombus hortulanus 0,29+0,02 6,460,27 7,63+0,32 27+2
Machos 0,38+0,15 7,27+1,18 8,38+1,56 34+20
Obreras 0,27+0,01 6,64+0,12 7,75+0,15 2242
Reinas 0,32+0,03 6,15+0,61 7,42+0,71 31+3

Prueba t -0,16 0,88 0,57 -0,32

P 0,873 0,384 0,573 0,753
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Tabla 2-5. Visitantes florales de Vaccinium meridionale con su abundancia (nimero total de
insectos observados) en sitios con y sin colmenas. Con X se indican visitantes florales observados

en las flores pero que no se registraron durante los conteos.

. Con colmenas (C) Sin colmenas (S)

Visitante floral - — - - —~

Bolivar Jiménez Sierra  Gonzalez Moreno Peina

Apis mellifera 288 325 302 278 182 156 1531

Bombus hortulanus 7 31 5 3 39 4 89
Obreras 1 7 X 3 11
Machos 6 12 4 36 X 58
Reinas 12 1 3 4 20

Bombus atratus 1 6 6 6 9 28
Obreras 1 4 6 4 15
Machos 2 X 9 11
Reinas 2 2

Otras abejas 8 31 39
Bombus sp.(Q) X 0
Thygater sp. (?) 3 X X 3
Halictidae (3Q) 5 31 X 36

Otros insectos 1 10 1 3 9 24
Diptera 1 2 1 9 X 13
Lepidoptera 2 X 3 X

Hymenoptera 6 X 6
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Tabla 2-6. Densidad de Apis mellifera y de polinizadores nativos, deposicion de polen y formacion
de frutos de Vaccinium meridionale en sitios con y sin colmenas. Se presenta promedio + error

estandar. H=Prueba de Kruskal-Wallis.

Tratamiento/ Abejas Polinizadores Deposicién Formacion de frutos
Localidad meliferas nativos de polen Expuesto Excluido
Con colmenas 9,5+0,5 0,8+0,2 42+1 23,0£0,7a  13,7+0,6b
Bolivar 9,0+£0,9 0,31£0,1 453 22,4+1,2 15,3+1,2
Jiménez 10,2+0,8 1,7¢0,4 57+3 12,510 11,8+1,0
Sierra 9,4+0,8 0,4+0,2 2412 34,0£1,0 14,1+1,0
Sin colmenas 7,1+0,5 0,9+0,2 4542 20,7+0,7a 17,1+0,7a
Gonzalez 8,7£1,5 1,3+0,6 58+5 17,210 16,7+1,1
Moreno 5,71£0,6 1,8+0,3 44+3 22,0£1,3 16,7+1,3
Pefia 4,9+0,4 0,1+0,1 3343 22,8+1,1 17,9+1,1
t=3,32 t=0,25 Z=-1,59 H=28,16

P =0,001 P =0,806 P =0,112 P =0,000



Figura 2-1. Figura 1. Polinizadores de Vaccinium meridionale (Ericaceae). A. Apis mellifera, B.

Bombus atratus (Reina), C. Bombus hortulanus (macho), D. Bombus hortulanus (obrera), E.

Halictidae, F. Diptera. Fotografias. Fermin J. Chamorro.
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Figura 2-2. Densidad de abejas meliferas, polinizadores nativos y de flores en diferentes momentos
de la floracion de Vaccinium meridionale en sitios con y sin colmenas. Se presenta promedio *
error estandar.



3. Conclusiones y recomendaciones
31 Conclusiones

Vaccinium meridionale produce frutos y semillas de forma asexual y por autopolinizacién
pero la polinizacion cruzada es fundamental para su reproduccion.

Mediante experimentos de emasculacion, exclusion de polinizadores y polinizacion manual se
estudio el sistema reproductivo del agraz en dos poblaciones de la Cordillera Oriental de
Colombia. Los resultados de estos experimentos mostraron que en las dos poblaciones estudiadas
las plantas produjeron frutos por agamospermia, autogamia y xenogamia. No obstante, en las dos
poblaciones se observd una fuerte depresion por endogamia manifestada en altas tasas de aborto de
frutos producidos por autogamia. Estos resultados sugieren que la especie busca mantener el
entrecruzamiento como principal estrategia para la produccion de frutos y semillas, lo cual es
coherente con los mecanismos florales desarrollados por la especie para atraer polinizadores,
aumentar la probabilidad de polinizacion y evitar la interferencia de las funciones sexuales
masculinas y femeninas de las flores: anteras poricidas que liberan polen sin vibracion, oferta de
néctar con sesgo a la funcién femenina, flores protandricas y con hercogamia, gran despliegue
floral y larga longevidad floral. Ademéas en las dos poblaciones estudiadas se registré la
coexistencia de plantas femeninas y plantas hermafroditas (poblaciones ginodioicas), con lo que se
refuerza que el entrecruzamiento es la estrategia reproductiva primaria de V. meridionale y la
autogamia y agamospermia son mecanismos de aseguramiento reproductivo. La agamospermia

hace parte de las estrategias de propagacién clonal de la especie.

La polinizacién de Vaccinium meridionale no se limita a la insectos que hacen vibracién, Apis
mellifera es igual de eficiente que Bombus hortulanus.

Durante las observaciones de biologia floral se encontré6 que a pesar de que V. meridionale
presenta anteras poricidas la liberacién de polen se da facilmente sin vibracion. Ademas las flores

producen néctar como recompensa floral para sus polinizadores. Estas dos caracteristicas facilitan
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que se amplia el espectro de visitantes florales, que también pueden actuar como polinizadores.
Esto se comprobd con los experimentos de visitas Unicas y la comparacion entre A. mellifera y B.
hortulanus. Apis mellifera no hace polinizacion por vibracion pero la cantidad de polen depositado
en el estigma por esta abeja es similar a la depositada por B. hortulanus y con una sola visita de
una abeja melifera hay formaciéon de fruto. Igualmente se encontré que los machos de B.
hortulanus, que tampoco hacen vibrar las anteras, son igual de eficientes que las obreras y que A.

mellifera.

Una mayor densidad de abejas meliferas no aumentaria la produccién de frutos de agraz
pero si contribuiria a aumentar la retencion de frutos por entrecruzamiento

La produccion de frutos en sitios con colmenas no difirié de los sitios sin colmenas, sin embargo
en los sitios con colmenas hubo una mayor retencion de frutos en las flores expuestas a
polinizadores comparada con las que se excluyeron de polinizadores. Estos resultados sugieren que
hubo mayores niveles de polinizacion cruzada en los sitios con colmenas asociados a una alta
densidad de polinizadores o ante una mayor densidad de polinizadores los recursos disponibles en
las flores disminuyen rapidamente y en consecuencia los polinizadores visitan menos flores en una
misma planta y mas flores de plantas diferentes. Desde esta forma se disminuye la geitonogamia y
aumenta la polinizacion cruzada. Los frutos de polinizacion cruzada son retenidos por V.

meridionale en mayor proporcion que los frutos de autopolinizacion.

3.2 Recomendaciones

Evaluar el efecto de la clonalidad del agraz sobre la tasa de autogamia facilitada por polinizadores,
teniendo en cuenta el despliegue floral, la geitonogamia, la estructura espacial y variabilidad

genética de las poblaciones (Albert et al. 2008).

Estudiar la ginodioecia en V. meridionale, dado que este puede ser un factor clave para el futuro
establecimiento del agraz como cultivo. La producciéon de frutos se puede aumentar con la
propagacion de plantas femeninas, pero también se requiere que haya plantas que sirvan como

donadores de polen (Myra et al. 2004).

Evaluar la importancia de Bombus atratus como polinizador del agraz, dado que la experiencia

existente en el pais para su cria y manejo con fines de polinizacién de cultivos (Almanza 2007).
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Evaluar la frecuencia de polinizaciones geitonégamas de A. mellifera en el agraz (Mitchell et al.
2004), con el fin de evaluar el potencial de la introduccion de colmenas como complemento a la

polinizacion natural

Evaluar el efecto de la polinizacién por abejas sobre otras caracteristicas de calidad del fruto del
agraz como azUcares y micronutrientes (Brittain et al. 2014).






A. Anexo: Metodologia

A) Polen de agraz germinado en sacarosa (15%), B) Crecimiento de tubos polinicos en el &pice del estilo
observado en epifluorescencia, C) Planta de agraz con diferentes tratamientos de polinizacién, D) Unidad

floral para los experimentos de polinizacion, E) Botones marcados en un rama, F) Boton emasculado.
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