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Presentacion

Las flores de las angiospermas y sus visitantes vertebrados e invertebrados
han forjado una relacién de naturaleza generalmente mutualista, que se
refleja en adaptaciones que maravillan tanto al observador casual como
al estudioso de la naturaleza. En ese contexto, ademds de ser un modelo
de interaccion ecolégica entre organismos de diferentes niveles tréficos,
la polinizacién constituye un escenario ideal para el estudio de patrones
y procesos evolutivos. Asimismo, la polinizacién representa un servicio
ecosistémico central para la preservacion de la diversidad biolégica de los
ecosistemas terrestres. En efecto, debe sefialarse que hay consecuencias
econémicas derivadas del efecto de los polinizadores en la produccién agri-
cola de frutos y semillas. Por consiguiente, el estudio de las propiedades
del sistema planta-polinizador en diversas escalas espaciales y temporales
toma relevancia en la actualidad, dado que al entender tanto los procesos
basicos de funcionamiento como la complejidad asociada al mutualismo
planta-polinizador, es posible derivar aplicaciones que corresponden al uso
y la conservacién de la funcién ecolégica de la polinizacién.

Es fundamental sefialar ademds que la disminucién de las poblaciones de
polinizadores a nivel mundial refleja una crisis en la conservacion, y alerta
acerca del peligro de perder funciones ecosistémicas tan importantes como
lo son la polinizacion y la reproduccién sexual de las plantas. Lo anterior
obedece a que estos dos procesos mantienen la diversidad biolégica de la
capa vegetal de los multiples ecosistemas terrestres, e inciden en la cantidad
y calidad de los alimentos cosechados para el consumo humano, en parti-
cular aquellos que brindan importantes ingredientes en dietas saludables.
Por lo anterior, la crisis de los polinizadores les plantea un desafio tanto a
los individuos humanos como a las instituciones, acerca de cémo contribuir
al fortalecimiento de una cultura planetaria en la que la sostenibilidad y la
coexistencia con otras especies sea posible. En este punto, se debe sefialar
ademds que el conocimiento es central para la toma de decisiones, y afecta
positivamente la generacion e implementacién de politicas y acciones de
manejo dirigidas hacia la conservacion de la riqueza ecosistémica. Si bien el
tema de la polinizacién es centenario, y se cuenta actualmente con amplia
literatura a nivel global sobre la interaccién planta-polinizador, considero
que esta contribucién a la serie de Notas de Clase de la Facultad de Ciencias,
resuelve la necesidad de contar con un instrumento tanto para el aprendizaje
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como para la ensefianza del tema. Especificamente, he preparado estas notas
en colaboracién con colegas —otrora, alumnos interesados en el tema de la
polinizacién—, con el fin especifico de guiar a los estudiantes en el desarro-
llo de las practicas de laboratorio del curso de Biologia de la Polinizacién
dictado en el pregrado. En ese sentido, se presentan ejercicios concretos
para que el estudiante implemente el aprendizaje de métodos en cada mé-
dulo tematico, con protocolos y procedimientos para aprender haciendo.

Para la realizacion de las observaciones y experimentos, disefié un Jardin
de Polinizadores, en el campus de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Bogota. En dicho jardin se sembraron las plantas mas importantes
para atraer los principales grupos de polinizadores, y este espacio fue utili-
zado como un laboratorio de campo, en el cual se desarrollan las praicticas,
algunas de las cuales requieren semanas o meses para completar el registro
de datos tales como la formacién de fruto y semilla, o la realizacion de
estudios longitudinales para evaluar la dindmica de los visitantes florales.
Adicionalmente, el material vegetal sembrado en el jardin fue el insumo
para la estandarizacién de algunos de los protocolos aqui presentados. Di-
chos protocolos se probaron en el laboratorio, y se disefiaron como cartas
visuales para facilitar el trabajo de los estudiantes en el laboratorio, e in-
cluso son documentos de utilidad para el desarrollo de investigaciones en
el tema. Con esta publicacién, se espera ampliar el nimero de usuarios de
las guias, con la intencién de contribuir a la ensefianza y la investigacién
en el tema de la polinizacién.

BOGOTA, MARZO DE 2022,
MARISOL AMAYA MARQUEZ
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Introduccion

La estructura y la funcién biolégicas estan fuertemente relacionadas entre
si. Asimismo, la estructura y morfologia de las plantas con flores es cen-
tral para el funcionamiento de la reproduccién sexual, la polinizacién vy,
en general, para la antecologia de las angiospermas. El conjunto de rasgos
morfolégicos y funcionales de la flor (su antesis, longevidad floral, tipo de
recompensas y patrones de oferta), ubica a los diferentes tipos de flores
en un espacio fenotipico que estd relacionado con el tipo de polinizacién
(bidtica o abidtica), y el tipo de polinizador. A su vez, la ubicacién de las
flores en diferentes lugares del espacio fenotipico ha permitido clasificar-
las en sindromes florales; concepto muy util y debatido en el marco de la
comprension de la estructura ecolégica y la evolucién de la interaccién
planta-polinizador. En tanto, el estudio de las flores ha sido central para
el avance de la botdnica y la ecologia de las interacciones planta-poliniza-
dor y planta-dispersor. De tal modo, en su tratado sobre la diversidad y la
biologia evolutiva de las flores, Endress sefialé en 1994 que desde las obras
pioneras presentadas hace mas de dos siglos sobre morfologia comparativa
de las flores (Goethe, 1790) y sobre la biologia floral comparativa (Spren-
gel, 1790), el estudio de las flores se ha diversificado en numerosas ramas
de la botdnica y su interfase con la zoologia. Y, de igual modo, los estudios
florales abordan aspectos de morfologia, anatomia, desarrollo, biologia de
la polinizacién, sistemas reproductivos, genética, biologia molecular, pa-
leobotdnica, biodiversidad y evolucién.

Durante los ultimos 20 afios, el desarrollo de la ecologia cognitiva de los polini-
zadores ha contribuido a una nueva visién de la interaccion planta-polinizador.
En ella, las flores se conciben como artefactos biolégicos emisores de sefales
fisicas, y funcionan como:

Atrayentes: los cuales facilitan la deteccion eficiente de las flores
por parte de polinizadores, y el establecimiento de comunicacién
especifica entre las flores (emisor) y los 6rganos sensoriales de los
polinizadores (receptor).

Filtros estructurales o funcionales: los cuales dificultan la deteccién
de las flores por parte de herbivoros o polinizadores poco eficien-
tes, asi como el acceso a la recompensa floral a los estos animales
antagonistas.

La ecologia cognitiva ha ampliado la comprensién del efecto que la
estructura y la funcién floral tienen en la cognicion de los polinizadores.
Este ultimo enfoque abre nuevas avenidas para entender, no solo las con-
ductas de constancia y explotacion floral de los polinizadores, asi como su
efecto en la estructura de las comunidades de angiospermas, sino también
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el funcionamiento de los cerebros de polinizadores vertebrados e inverte-
brados. Dicha interfase del estudio de las flores y la cognicién constituye un
area fascinante del conocimiento, e invita a profundizar en este mediante la
investigacion sobre la comunicacién planta-polinizador, los canales publi-
cos y privados de la informacion, el procesamiento de esta tltima, y de su
efecto en la toma de decisiones de los polinizadores. Pero aquello también
supone la evaluacién de estrategias de manipulacion, la constancia floral,
las estrategias evolutivamente estables en las interacciones ecolégicas, las
flores como centros de dispersién de pardsitos, y muchos otros campos de
la ecologia sensorial, la autoecologia y la ecologia de comunidades.

Asimismo, las estructuras florales proveen amplia informacién muy util
en los estudios de taxonomia vegetal, en los cuales usualmente se facilita el
reconocimiento de las especies por observacion directa, cuando se dispone
de ejemplares botdnicos fértiles. Planteado por Lineo en 1735, uno de los
primeros sistemas de clasificacion de las plantas con flores se fundamenté
en la estructura floral, debido a la amplia variedad de informacién provista
en el arreglo de las estructuras florales, el nimero de verticilos, y de par-
tes de estos, y la complejidad morfolégica. En tanto, la mayor plasticidad
evolutiva de las flores sugiere que ciertos cambios menores en su estructura
o coloracién son fuertemente seleccionados, de acuerdo con su impacto
en el éxito biolégico de las especies de plantas. Esta seleccion es mediada
por el comportamiento de forrajeo de los polinizadores, y en general por
el funcionamiento de los mecanismos florales derivados, los cuales con-
ducen potencialmente a la separaciéon de poblaciones, originando nuevas
especies simpdtricas. De ese modo, se puede decir que la explotacion del
nicho floral —su estructura y funcién— por parte de las comunidades de
polinizadores, constituye un factor conductor del proceso de especiacién y
diversificacion en las plantas con flores.

Subyacentes a la gran diversidad de arquitectura floral en las angios-
permas, se presentan los procesos macroevolutivos y microevolutivos, en
los cuales, ademads de la seleccion de rasgos florales por parte de los poli-
nizadores, actiian procesos aleatorios de deriva genética, procesos histéri-
cos de vicarianza y de especiacion, y restricciones genéticas, conformando
una amplia gama de factores que deben ser considerados para entender la
evolucién floral, la diversidad de flores, y su relacién con los polinizado-
res. Desde la perspectiva macroevolutiva, una filogenia es una hipétesis de
reconstruccion de los procesos histéricos de diversificacién ocurridos en
escalas de tiempo muy grandes —pues corresponde a millones de afios—,
la cual refleja procesos de seleccion y diversificacion diferencial de los clados
que contienen ciertas caracteristicas florales. En tanto, a nivel microevo-
lutivo ocurre la evolucién en individuos y contextos ecolégicos especificos
a escalas de tiempo puntuales —de dias, meses o afios—, periodos corres-
pondientes a los ciclos de vida de los organismos, en los cuales la seleccion
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darwiniana actia, via el desempefio biolégico de los individuos, colonias,
o poblaciones. Aquello determina en gran medida el destino evolutivo de
genes, poblaciones y especies.

La polinizacién hace parte del proceso de reproduccién sexual de las
plantas con flores; proceso mediado, en la mayor parte de las especies de
angiospermas, por un vector biético. De este modo, la polinizacién fun-
ciona inmersa en la dindmica de la interaccién planta-polinizador, como
resultado de procesos de coadaptacién, coevolucion y azar. Este hecho tiene
efecto asimismo en cémo se diversifican los rasgos florales a lo largo de
la evolucién de un linaje, pues el éxito en materia de aptitud biolégica de
las plantas depende de factores que van mas alld de la seleccion de rasgos
aislados. Aquella trasciende asi al propio individuo; de tal modo, tienen un
gran efecto las interacciones ecolégicas establecidas entre las plantas y otras
de la misma o de diferente especie (competidores), y con especies animales
(visitantes, polinizadores y dispersores de las semillas formadas). Asimismo,
el funcionamiento de las interacciones ecolégicas mencionadas guarda de-
pendencia directa con las estructuras morfolégicas. Particularmente en el
caso de la interaccién planta-polinizador, la estructura floral juega un papel
determinante en el establecimiento de los mecanismos de asociacién entre
polinizadores y plantas, afectando la funcionalidad y la aptitud biolégica
de las plantas con flores, y de los vectores biéticos de su polen. Este capi-
tulo se enfoca en el estudio de la morfologia floral de diversas especies de
angiospermas, de modo que se evaluard el valor funcional de las diferentes
estructuras florales en la polinizacién, tomando en cuenta el concepto de
morfologia floral funcional planteado por Dafni en 1992 (prdctica 1.1). Dado
que la mayoria de las plantas con flores presentan flores en inflorescencias,
se aborda el efecto de estas estructuras en la polinizacién, planteando hi-
potesis mads alld del floricentrismo. Se tratard ademds el efecto de la arqui-
tectura de la inflorescencia en el flujo de polen (por ejemplo, prdctica 1.2)
y el efecto del tamafio de la inflorescencia en la atraccién de polinizadores
(por ejemplo, practica 1.3).

De tal modo, con el fin de facilitar la realizacion de las practicas presenta-
das en este capitulo, se presenta a continuacion una perspectiva morfolégica
de la flor. Ademds, cabe sefalar que en tal contexto es aconsejable contar
con un esquema de la dltima clasificacién del apc (Angiosperm Phylogeny
Group), y una guia de morfologia floral y de inflorescencias, asi como con
guias de la flora del campus o de la regién en la que se encuentran las flores
que se vaya a estudiar —siempre y cuando dichas guias de plantas estén
disponibles—.
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La flor: perspectiva morfologica

La flor se define como un vdstago reproductivo de crecimiento limitado,
altamente especializado para la reproduccion sexual (Mora-Osejo, 2004)
y asexual (Coccuci, 1980). Este concepto amplio de flor aplica a gnetales,
bennettitales y angiospermas, linajes vivientes y extintos, agrupados en los
llamados antdfitos, caracterizados por tener estructuras como flores. En tal
escenario, el uso de técnicas moleculares en relaciones evolutivas de las
plantas vasculares ha mostrado que los antéfitos no corresponden a un grupo
monofilético; por tanto, las estructuras de las flores de las angiospermas no
son homdlogas a las estructuras reproductivas de los otros grupos incluidos
en los antéfitos. Adicionalmente, las flores de las angiospermas se distinguen
de los otros grupos mencionados por tener estambres y por presentar los
megagametofitos encerrados en el ovario.

Un modelo de flor hermafrodita tipica presenta cuatro verticilos flora-
les, dos estériles (cdliz y corola) y dos fértiles (androceo y gineceo). Cada
verticilo se asocia grosso modo con una funcién en la polinizacién. Asi, el
cdliz es la estructura protectora, mientras que la corola corresponde a la
estructura llamativa que atrae a los polinizadores, y el androceo produce
esporas, microgametofitos y gametos masculinos. Este corresponde a su
vez a la estructura con la cual se dona el polen. En tanto, el gineceo pro-
duce megasporas, megametdéfitos y gametos femeninos, y tiene estructuras
especializadas para la recepcion del polen y el desarrollo del tubo polini-
co. Sin embargo, se ha evidenciado que las funciones asumidas por cada
verticilo floral no son fijas, y bien sucede que estas se dan con el remplazo
funcional, o que varios verticilos de la flor ejecuten de modo concomitante
las funciones bdsicas previamente mencionadas. Adicionalmente, estruc-
turas extraflorales, tales como las brdcteas e incluso los noméfilos (hojas),
contribuyen con funciones para la polinizacién (Amaya-Marquez, 1996).

Organos extraflorales y su
funcion en la polinizacion

Hoja

La funcién bdsica de las hojas es la fotosintesis. Sin embargo, en algunos casos
estos organos vegetativos pueden participar en la polinizacion, al contribuir
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con su apariencia a la atraccion visual de los colibries polinizadores. Aquello
ocurre en plantas de la seccion Collandra (Columnea, Gesneriaceae), teniendo
en cuenta que la mayoria de las cerca de sesenta especies pertenecientes
a tal grupo exhiben algin patrén de coloracion en el borde de la limina
foliar, o presentan manchas foliares de color purpura o rojo, las cuales son
algunas veces translicidas. La presencia de esta caracteristica en numerosos
procesos de especiaciéon dentro de la seccion Collandra (Columnea), junto
con un sistema de polinizacién exclusivamente ornitéfilo, sugiere un valor
adaptativo de este rasgo en el proceso de la polinizacién (figura 1.1 A).

Figura 1. Ejemplos de organos extraflorales que contribuyen a la atraccion de
polinizadores

A) Columnea sanguinea seccion Collandra. Las manchas rojas en las hojas funcionan
como sefial de atraccion para los colibries. (Fuente: Mam). B) Brdctea floral de Psychotria
(Rubiaceae) (Fuente: vjc). C) Inflorescencia em umbela de Anethum graveolens (Apiaceae).
(Fuente: rjc). D) Las inflorescencias de las asterdceas, ademds de presentar un alto
numero de flores, tienen forma discoidea, lo que les da la apariencia de flor (pseudanto),
y le facilita al polinizador caminar sobre el disco y recoger grandes cantidades de polen
en una visita a la inflorescencia. (Fuente: Fjc).
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Bracteas

Las bracteas florales desempenian diversos papeles en la polinizacién: atraccion
visual y olfatoria, proteccién de las flores, y/o encerramiento temporal de
los polinizadores (tabla 1.1, figura 1.1 B). En tanto, la parte visual u olfatoria
funciona como sefial secundaria, afectando la sensorialidad del polinizador,
a la vez que incrementa la probabilidad de deteccion de las inflorescencias
y flores. A su vez, la recompensa (néctar, polen, resinas, aceites, sitio de
apareamiento u ovoposicién) actia como sefial primaria, de modo que
impacta directamente en la aptitud biolégica de los polinizadores.

Inflorescencia

La inflorescencia en si misma es una unidad de atraccién para los poliniza-
dores. En ese escenario, el agrupamiento espacial de flores hace mads cons-
picuas las sefales secundarias de atraccion (color, olor), y mds atractiva la
recoleccién de recursos florales primarios (sitios de apareamiento, aromas,
polen, néctar, o aceites). Asimismo, la congregacion de la recompensa flo-
ral en el vdstago reproductivo contribuye a la optimizacién del proceso de
recoleccién de recursos por parte de los polinizadores; a saber, al disminuir
los costos de desplazamiento de busqueda, se incrementa la ganancia neta
de energia adquirida (figura 1.1 C-D). Por su parte, la arquitectura de la

Tabla 14. Familias y géneros de plantas cuyas bracteas florales tienen una funcion
en la polinizacion

Funcion de las bracteas Géneros y familias

Atraccion visual, presencia de recompensa Poinsettia (Euphorbiaceae)
Costus (Costaceae)
Guzmania (Bromeliaceae)

Atraccién visual, proteccion Heliconia (Heliconiaceae)
Strelitzia (Strelitziaceae)
Columnea (Gesneriaceae)

Atraccion visual y olfatoria, lugar de encuentro para el Ardceas, Arum (Araceae)
apareamiento
Visual, olfatoria, proteccién y atraccion Puya (Bromeliaceae), Arum
(Araceae)
Estructura de control en el mecanismo de polinizacién y Ficus (Moraceae)
ovoposicion
Sitio de apareamiento, atraccién olfatoria, tejidos vegetales y Oenocarpus (Araceae)

ovoposicion

Fuente: elaboracién propia
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inflorescencia, el tipo de flores (hermafroditas o unisexuales) y su desarro-
llo fenolégico (secuencial o simultineo) son todos factores que afectan y
modulan las funciones de donacién y recepcion de polen en la planta, afec-
tando la dispersién de genes, mediante el flujo de polen (didspora haploide).

Por otra parte, la arquitectura de la inflorescencia en su fase posterior,
como infrutescencia, también incrementa las sefiales visuales u olfativas;
por tanto, esta atrae organismos frugivoros, contribuyendo en esta fase a
la dispersion de las semillas (didspora diploide). En tanto, la dispersion de
polen y de semillas, cuya base es la misma estructura, conlleva diversas
clases de compromiso estructural y funcional. Por ejemplo, una planta pue-
de tener polinizacién anemdfila y dispersién por animales, y otra especie,
polinizacién bidtica y dispersién anemdcora.

Organos florales y su funcion
en la polinizacion

Caliz

En la mayoria de las angiospermas, el cdliz se ha asociado con la protec-
cién de los verticilos florales mds internos, en particular los reproductivos.
Este 6érgano contribuye asimismo a darle soporte a toda la estructura floral.
Su funcionamiento corresponde al incremento de la sefal visual, bien sea
reforzando el color de la corola, o generando contraste al exhibir un color
muy diferente al de la corola. Aquello puede darse asimismo con la emi-
sion de una senal olfativa en los casos en los que los osméforos (glandulas
productoras de voldtiles) se localizan en los sépalos, y como productores de
néctar, cuando los nectarios se hallan ubicados en ese verticilo. También,
la variacién morfolégica y funcional del cdliz se articula con el resto de la
arquitectura floral, de modo que funciona como una unidad de atraccién.
En tanto, la conspicuidad del cdliz con respecto a los demas verticilos flo-
rales, varia diferencialmente segun el linaje al que pertenezca la planta y
el sindrome de polinizacion principal que tenga la flor. En la tabla 1.2,
se presentan ejemplos de algunas especies en las que el cdliz es la unidad
principal de atraccién visual.
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Figura 1.2. Ejemplos de modificaciones en los verticilos florales que facilitan la
transferencia de polen*

A) Guias de néctar en flores de Sida galheirensis (Malvaceae). (Fuente: rjc). B) Guias de
néctar en flores de Clitoria ternatea (Fabaceae). (Fuente: rjc). C) Eulaema nigrita. (Fuente:
Fc). D) Xylocopa sp. (Fuente: oHmG).

* Nota: cabe sefialar que la estructura de la corola y las gufas de néctar conducen el
cuerpo de la abeja, ubicando el polen en el dorso del polinizador. Con esta estrategia
de ubicacién especializada del polen, la probabilidad de que el grano de polen llegue al
estigma de otra flor visitada es muy alta.

Corola

La corola corresponde a una estructura floral especializada en la atraccion
secundaria de los polinizadores. En ella, los pétalos son antofilos usualmente
delicados y coloreados; en algunos casos, estos corresponden estructuralmente
a estambres que han dejado la funcién de produccién y donacion de polen,
los cuales son estaminodios petaloides indistinguibles fenotipicamente de los
pétalos no-estaminoideos. Asimismo, se ha observado que el color es una
sefial detectada a larga distancia por los polinizadores, mientras que el aroma
funciona como un atrayente en un rango mads cercano. Interesantemente,
las guias de néctar son senales visuales que trabajan en un rango cercano
(higura 1.2 A-B). En tanto, la estructura floral —en particular, la morfologia
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floral— orienta la posicién del polinizador en la flor, determinando de este
modo el aspecto corporal del vector que hace contacto con las anteras y el
transporte del polen (figura 1.2 ¢-p). Por su parte, la atraccién visual que
puede ejercer la apariencia de la corola en los insectos se manifiesta en los
sistemas de polinizacién por engafio sexual (ejemplo, en el género Ophrys,
Orchidiaceae). De igual forma, en algunos casos, la corola complementa
la funcién secundaria de atraccién con la funcién primaria de produccion
de néctar, en cuya instancia los pétalos obran como nectarios. Ademas, la
corola puede cambiar fisiol6gicamente el microclima floral (termogénesis),
dando abrigo temporal a los insectos poiquilotermos que no regulan su
temperatura corporal. Usualmente, este atractor ambiental retine a una
comunidad de insectos que utilizan la flor para el apareamiento. En ese
sentido, la termogénesis ha sido registrada en diferentes familias de plantas
correspondientes principalmente a las angiospermas basales y las monoco-
tiledéneas (tabla 1.2).

Androceo

El androceo es una estructura floral de amplia diversidad estructural y
funcional. La funcién principal del androceo como productor y donador
de polen estd vinculada con los mecanismos florales de produccién de mi-
crosporas, microgametéfitos y gametas masculinas. En tanto, el niumero de
estambres y su posicién en la flor determinan la ubicacién del polen en el
cuerpo del polinizador (figura 1.2 D). Con ello, regulan la cantidad de polen
utilizada en la alimentacion del polinizador. En especies con polinizacién
anemdfila, la versatilidad de la antera, junto con el tipo de polen psilado,
contribuye a su dispersion. En el caso extremo, en sistemas de polinizacién
biética, todo el androceo se organiza en un polinario, el cual se adhiere
fuertemente a polinizadores especificos. Un ejemplo muy conocido es el de
las abejas Euglossinae, las cuales son atraidas por volitiles, y son ciertamente
manipuladas para la ubicacién precisa del polen. A su vez, el androceo hace
parte de diversas funciones, tales como la atraccién visual, la proteccion
de los nectarios y del néctar frente a robadores, y la produccién de este y
de grandes cantidades de polen para la alimentacién de los polinizadores,
particularmente en el estado larval de los polinizadores insectos (tabla 1.2).

Gineceo

La funcién principal del gineceo es producir megasporas, megagametdéfitos
y gametos femeninos. Sin embargo, en la polinizacién, tiene una funcién
principal en cuanto atafie a la recepcion y la seleccion de las cargas de
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polen. En tanto, la maquinaria celular especializada funciona en los pro-
cesos fisiolégicos de seleccion sexual y en la germinacién de los granos de
polen. A partir de ese punto, las funciones del gineceo van mads alld de la
polinizacién, y se orientan hacia el proceso de fecundacién y el desarrollo
de semillas. De tal modo, el estigma dirige estructuralmente a los tubos po-
linicos en desarrollo, a lo largo del canal estilar en muchos casos; y el 6vulo
regula la fecundacion, asi como la nutricién para el desarrollo embrionario
inicial. En tanto, el ovario protege especificamente los évulos, y acompania
el desarrollo de las semillas, con los cambios estructurales y fisiolégicos
correspondientes. Ademads de su funcién principal, en algunos grupos de
plantas, las estructuras del gineceo presentan modificaciones, contribuyendo
a la atraccion y la presentacion de recompensas florales (tabla 1.2).

Tabla 1.2. Funcion de los 6rganos florales en la polinizacion, y ejemplos de familias
y géneros de angiospermas en las que se presentan estas funciones

Funcion Géneros y familias

Organo

floral

Caliz Atraccion visual Alloplectus (Gesneriaceae), Columnea
(Gesneriaceae), Salvia (Lamiaceae),

Orthaea (Ericaceae)

Pitcairnia (Bromeliaceae), Lamiaceae,
Dorstenia (Moraceae)

Atraccion olfatoria

Siphocampylus betulifolius (Campanulaceae),
Abutilon (Malvaceae), Delphinium

(Ranunculaceae)

Produccién de néctar, proteccién de
nectarios

Corola

Atraccion y fotosintesis

Paris polyphylla (Liliaceae)

Productor de néctar

Impatiens (Balsaminaceae), Delphinium
(Ranunculaceae)

Productor de tejidos alimentarios

Duguetia, Mossanona, Porcelia
(Annonaceae)

Productor de aromas

Apiaceae, Nymphae (Nymphaceae)

Olfatoria, direccionamiento del
ovopositor en las polillas

Yucca (Asparagaceae)

Direccionamiento del polinizador
mediante engafio sexual

Ophrys (Orchidiaceae)

Direccionamiento del polinizador
mediante guias de néctar

Alstroemeria (Alstroemeriaceae)

Encerramiento de los polinizadores y

elevacion de la temperatura

Nymphaeae (Nymphaceae)
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Géneros y familias

Androceo  Produccién de polen como recompensa Wigginsia (Cactaceae)
Mecanismos de ubicacion del polen en el Salvia (Labiatae)
cuerpo del polinizador
Atraccion (al formar corona) Narcissus (Liliaceae)
Atraccion visual (estambres petaloides) Canna (Cannaceae), Calliandra (Mimosoi-
deae, Fabaceae)
Produccion de néctar Persea americana (Lauraceae)
Produccion de polen estéril como Cassia (Caesalpinioideae, Fabaceae)
recompensa
Proteccién, cdamara de almacenamiento Columnea (Gesneriaceae)
del néctar ubicada en la base de la corola
Gineceo Atraccion y direccionamiento del Iris (Iridaceae)

polinizador

Produccion de exudados azucarados

Nymphaceae

Atraccion petaloide

Canna (Cannaceae)

Donacién secundaria de polen

Asteraceae

Fuente: elaboracion propia

Estigma

En la mayoria de las angiospermas, el estigma estd involucrado en la hi-
dratacion del polen y la consecuente germinacién de los tubos polinicos.
Segun eso, este participa en el reconocimiento de los sistemas de compa-
tibilidad genética, de modo que la funcién de dicha estructura floral es de
gran relevancia en los procesos que afectan los niveles de endogamia o de
variacién genética dados en las poblaciones de plantas con flores.

Estilo

El estilo es el 6rgano que media la distancia recorrida por los granos de
polen que han alcanzado el estigma, y germinan para alcanzar los évulos.
Algunos presentan canal estilar, mientras que otros estin conformados de
parénquima compacto que debe ser atravesado por los tubos polinicos.
Asimismo, el estilo participa con un conjunto diferente de proteinas en el
reconocimiento de la composicién genética del polen que estd germinando.
Ademds, los estilos de las flores de las angiospermas varian en longitud y
numero. En el caso particular de las plantas del género Yucca (Agavaceae),
el estilo permite la oviposicién de las polillas en el ovario de las flores.
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Ovario

La funcién por excelencia del ovario es la reproduccion. Se trata de la tni-
ca estructura que persiste a la flor, desarrollindose en el fruto, para llevar
a término final la reproduccién de la planta. Su objetivo es el de producir
megasporas, 6vulos, y gametas femeninas. Ademds, la seleccion natural ha
favorecido diversas estructuras que protegen estas valiosas células repro-
ductivas del dafio efectuado por animales. Se ha postulado ademds la idea
de que la produccion de recompensas es una forma canalizada de proveer
alimento a los visitantes, para evitar el dafio de tejidos importantes del ovario
y los 6vulos. Cabe sefialar también que, en la estructura floral, el gineceo
es el verticilo floral mds interno, de modo que recibe proteccién de los tres
verticilos externos a él. En el caso de las flores ornitéfilas, las corolas se han
hecho mds coridceas, como ocurre en las ericdceas, o la base de la corola se
modifica para conformar una cdmara del néctar en direccién oblicua a la
del resto de la corola, evitando que el aguzado pico de los colibries alcance
el ovario. Aquello ocurre en varios géneros de gesneridceas polinizadas por
colibries (Columnea, Allopectus, Drymonia), en los cuales también se refuerza
la proteccion del ovario con la limina estaminal. Por otra parte, el ovario es
una estructura central en los sistemas de polinizacién nodriza en los cuales
la cria de avispas o de polillas se desarrolla protegida en su interior; proceso
dado a cambio del servicio de polinizacién especializado que reciben las
flores por parte del insecto madre y de su descendencia.
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Practica 11. Morfologia floral funcional

Introduccion

La organizacion de la estructura floral supone un orden en el arreglo de los
verticilos florales, lo cual sugiere un origen evolutivo comun. Asimismo,
los verticilos florales funcionan de acuerdo con su fertilidad, y reflejan alta
especializacién en sus funciones. Sin embargo, el arte de atraer polinizadores
puede requerir modificaciones en la funcién. En esta prdctica, se estudian
los 6rganos florales en su diversidad funcional.

Objetivo

Se ha propuesto estudiar los vdstagos reproductivos de las plantas: inflo-
rescencias y flores, con relacién a la funcién que las diversas estructuras
reproductivas desempefian en el proceso de la polinizacion.

Hipotesis

Las diferentes estructuras y 6rganos de la flor se han especializado en fun-
ciones particulares resumidas. Estas se sintetizan asi: cdliz = proteccion, corola
= atraccion, androceo = produccion, presentacion y donacion de polen, y gineceo =
produccion y proteccion de dvulos.

Materiales y equipos

Estereoscopio

Microscopio

Equipo de diseccién

Papel y ldpiz (para hacer esquemas)
Cdmara fotografica

Jardin de polinizadores (o plantas donde se puedan hacer las
observaciones)

Cajas de Petri

Marcador permanente

Cinta de enmascarar

Agua destilada

Alcohol etilico al 70 %
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Solucién de Lugol (yodo-0,3 % con yoduro de potasio 1,5 %)
Solucién de Suddn (Suddn m o Suddn 1v o Suddn Black B—g %
en etanol al 70 %)

Solucién de rojo neutro 0,01 % p/v

Cuchillas

Laminas portaobjetos

Laminas cubreobjetos

Pipetas de Pasteur

Microcapilares

Refractémetro

Bolsas de tela o pldsticas (para llevar las inflorescencias al
laboratorio)

Procedimiento

Se seleccionan diez especies de plantas con flores para incluir en el estudio.
Estas se utilizan para identificar las especies, tomar fotografias, y utilizar
guias de campo y/o aplicaciones digitales de identificacién, y/o consultar
con taxénomos de plantas.

Se recolectan muestras de las flores/inflorescencias en bolsas, para llevarlas
al laboratorio. A continuacién, se toman fotografias o se realizan esquemas
de las flores e inflorescencias de cada especie. Se ubican posteriormente
las plantas del estudio en el APG 1v, y se registran los datos respectivos en la
tabla 1.3 A, para cada especie de planta.

Se realizan disecciones bajo estereoscopio, y se registra la informacion
en la tabla 1.3A. Luego, se corrobora la presencia o ausencia de nectarios; si
estdn presentes, se registra su ubicacién con respecto a los verticilos florales.

A continuacién, se evalia la presencia de osméforos con los siguientes
métodos: 1) prueba organoléptica (olfativa), 2) tincién con rojo neutro,
8) tincién con solucién de Lugol para la deteccion de almidones, 4) tincion
con solucién alcohdlica saturada Sudan para la deteccion de lipidos, y
5) observacion de morfologia celular.

1. Prueba olfativa: una vez disectada la flor, se coloca cada verticilo
floral en una caja de Petri diferente. Sobre la tapa, se registran el
nombre de la estructura y la hora a la que se le pone la tapa a la
caja. Se espera tres minutos antes de realizar una prueba, regis-
trando con la nariz la presencia de aromas. Adicionalmente, se
les pregunta a tres personas diferentes sobre la existencia de olor,
mientras estdn con los ojos cerrados expuestas a las muestras de
cada verticilo, a una distancia que oscila entre diez y quince centi-
metros de la nariz. Se les pregunta si perciben o no olor, y el tipo
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de olor (dulce, fuerte, citrico, etc.), y se registran las respuestas.
Una vez concluida la prueba olfativa, se continda con una o todas
las siguientes evaluaciones, dependiendo de la disponibilidad de
reactivos para realizar la practica. Es recomendado hacer todas
las pruebas para tener mayor certeza sobre la presencia de osma-
foros, de modo que cada una sea realizada en flores diferentes de
la misma especie.

Tincion con rojo neutro: se coloca cada verticilo floral en una caja de
Petri diferente. A continuacién, se procede a cubrir las estructuras
florales con una solucién de rojo neutro 0,01 % p/v, utilizando una
pipeta Pasteur. Sobre la tapa, se registra el nombre de la estructu-
ra'y la hora a la que inicia la coloracién. Posteriormente, se deja
el recipiente en reposo durante cuarenta minutos. Transcurrido
ese tiempo, se lava con agua destilada y se observan los verticilos
bajo estereoscopio. Aquellas partes tefiidas de rojo o rojo oscuro
indican la presencia de osméforos.

Tincion con solucion de Lugol para la deteccion de almidones: se sitda
cada verticilo floral en una caja de Petri diferente. A continuacion,
se procede a cubrir las estructuras florales con una solucién de
Lugol, utilizando una pipeta Pasteur. Sobre la tapa, se registra
posteriormente el nombre de la estructura, y la hora a la que inicia
la coloracion. Luego, se deja en reposo el recipiente durante diez
minutos. Transcurrido ese tiempo, se lava con agua destilada, y se
procede a observar los verticilos bajo estereoscopio. Con el Lugol,
los granos de almidén se tifien de marrén, morado o negro. De tal
modo, los almidones tefiidos pueden estar asociados a osméforos.
Tincion con solucion alcohdlica saturada de Suddn m para la deteccion
de lipidos: se coloca cada verticilo floral en una caja de Petri dife-
rente. A continuacion, se procede a cubrir las estructuras florales
con una solucién de Sudan 1, utilizando un gotero. Sobre la tapa,
se registra el nombre de la estructura y la hora a la que inicia la
coloracién. Posteriormente, el envase se deja en reposo durante
diez minutos. Transcurrido ese tiempo, se lava con alcohol etili-
co al 70 %, y se observan los verticilos bajo el estereoscopio. Es
importante sefialar que los lipidos se tifien de naranja con Suddn
11, de rojo con Suddn 1v, y de azul a negro con Sudian negro B.
Los lipidos tefiidos pueden estar asociados a osmdéforos.
Observacion de morfologia celular: las partes tefiidas sugieren presencia
de osmdforos. Sin embargo, para confirmar aquello es necesario
hacer cortes manuales de las partes tefiidas, para su observacion
al microscopio. Asimismo, las células de los osmdéforos son papi-
losas y cuentan con la porcién apical libre. En tanto, la epidermis
es diferente en la region de la glindula.
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Posteriormente, se hacen predicciones del funcionamiento floral de las
plantas asignadas para el estudio, con base en la teoria y en observaciones
directas de la arquitectura floral (por ejemplo, se imagina qué tipo de poli-
nizadores atraerfa una flor segun sus caracteristicas florales). A continuacién,
se registra esta informacion en la tabla 1.3 A.

En las plantas vivas (in situ), se ejecutan andlisis de visitantes florales por
al menos una hora, y se identifican los visitantes florales (abejas, moscas,
colibries, etc.). Se observa y se hacen anotaciones de su comportamiento: ise
posan en la flor?, {toman néctar, recogen polen o ambos?, itocan los verticilos
reproductivos de la flor? Se completa la informacién correspondiente a la
disponibilidad de flores en el momento de las observaciones (tabla 1.3 B).
El periodo de observacién de visitantes florales puede ser replicado a lo
largo de la semana, mientras se registra la fecha, la hora y el nombre del
estudiante que realiza las observaciones en cada jornada.

Preparacion del informe

Esta prdctica estd dirigida hacia el acercamiento a los rasgos florales de di-
ferentes familias de plantas, el reconocimiento de los verticilos florales de
la flor tipica mediante el relacionamiento de la estructura y la funcién, y la
aplicacion del concepto de morfologia floral funcional (ver Dafni, 1992).
De tal modo, la identificacién de las estructuras florales como atrayentes
primarios y secundarios permite hacer predicciones sobre la funcién de las
flores en la polinizacién. En esta prdctica de laboratorio, dichas predicciones
fueron evaluadas con los datos de observacién de visitantes florales. Con
esa informacion, se elabora el informe de la prdctica, el cual se presenta de
la siguiente forma:
Se construye una figura o ldmina con las fotografias o los esque-
mas de las flores e inflorescencias de las diez especies incluidas
en el estudio. En el texto de la grifica, se identifican las especies.
Se ubican en el ApG 1v las especies estudiadas.
Se presenta el trabajo descriptivo codificado en la tabla 1.3 A. En
él, se ilustra la clasificacién (orden, familia, género), la recompensa
(néctar, polen, ambos, otro recurso), la corola (color, forma, aroma,
osmoforos), el androceo (mimero de estambres) y la inflorescencia
(tipo, nimero de flores/inflorescencia).
A partir de la informacion registrada en esa tabla, se elaboran
cuatro figuras con el porcentaje de especies que apoyaron y no
apoyaron la hipétesis nula para cada verticilo floral, y se discute
ese resultado.
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Se elabora una tabla con las sefales primarias y secundarias de
cada especie vegetal. A continuacién, se discute ese resultado a la
luz de la posicién de las plantas en la filogenia (apG 1v).

Se procede a indagar si se encontré concordancia entre el mé-
todo de evaluacion de los osmdéforos y las técnicas utilizadas. Se
elabora posteriormente una discusién explicativa, incluyendo una
cita bibliogrdfica de apoyo.

Se elabora una tabla con los datos de visitantes florales, agru-
pando la informacién de todos los estudiantes del grupo. Cada
subgrupo se encarga del registro de los visitantes de una especie.
Dichos datos se envian al profesor, o cada subgrupo los subird a la
nube, para que cada estudiante acceda a los datos de visitantes de
todas las especies estudiadas. Se da la libertad de hacer tablas de
contingencias, seguidas de prueba de chi-cuadrado o una prueba
exacta de Fisher, para analizar asociaciones entre visitantes y es-
pecies florales, utilizando la frecuencia de visitas. En la discusion
de este punto, se toma en cuenta la informacién registrada en las
tablas 1.3 Ay 1.3 B.

Para la discusién general y conclusion, se tienen en cuenta las
preguntas que figuran a continuacién. {Cuadl fue el verticilo floral
que cumplié con mds frecuencia una funcién diferente o adicio-
nal a la predicha? ¢Cudl fue la funcién mds remplazada? {Se en-
contrd algun factor explicativo de los patrones de remplazo en la
funcionalidad de las flores, por ejemplo, el grupo taxonémico de
la planta o del posible polinizador? Posteriormente, se discuten
ampliamente la morfologia de la familia o el clado de las plantas.
Se presentan por ultimo en la bibliografia las referencias completas
de la informacion consultada y citada en el informe.
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Practica 1.2. Arquitectura de
las inflorescencias y su efecto
en el flujo de polen

Introduccion

Tradicionalmente, la comprensién de la polinizacién se ha enfocado ante
todo en el efecto de la flor sobre el comportamiento del polinizador, y en
el de este sobre el flujo de polen y la tasa de cruzamiento genético o endo-
gamia de las poblaciones. Sin embargo, estudios recientes han planteado la
importancia y el efecto de la inflorescencia en el flujo de gametas masculinas;
y, de tal modo, proponen una mirada que va mds alld de la flor. En tanto,
desde la perspectiva de la ecologia cognitiva, la inflorescencia conforma un
recurso ambiental en el cual un polinizador tiene una alta probabilidad de
ser reforzado positivamente al menos tres veces, en un contexto de aso-
ciacion apetitiva; proceso que garantiza el aprendizaje y el desarrollo de
memoria por la flor ofertante del recurso (Menzel, 2001). De ese modo,
las estructuras de las inflorescencias explicarian en parte la formacion de
imdgenes de busqueda, y el desarrollo de la constancia floral. En suma, esta
préctica se centra en estudiar el efecto de la estructura de la inflorescencia
en el flujo y la dispersion del polen.

Objetivo
Se plantea el propésito de evaluar el efecto de la estructura de la inflores-

cencia sobre el flujo de polen entre flores de la misma planta y de diferentes
individuos de la muestra estudiada.

Hipotesis

Se plantea que hay diferencias en el patrén de flujo de polen entre especies
de plantas con diferente arquitectura floral.

Materiales y equipos

Reloj
Palillos de madera
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- Cintas pldsticas de colores (preferiblemente verde y naranja)

- Madeja de hilos de colores rojo o azul

- Marcador indeleble
Libreta de campo y ldpiz

- Polvos fluorescentes de colores

- Tijeras de jardineria

- Cinco bolsas de plastico (preferiblemente de cuarenta por vein-
ticinco centimetros, con cierre)

- Lampara de fluorescencia
Guia morfolégica de inflorescencias

- Lupa

- Cinta métrica

- Carta fitogréfica con esquemas de los diferentes tipos de
inflorescencias

Procedimiento

La prdctica se realiza en grupos de dos o tres personas. A cada grupo se le
asigna una especie diferente de acuerdo con la disponibilidad y fenologia
de las plantas con flores en el sitio de estudio. Las especies que se listan a
continuacion son opciones posibles: Sambucus nigra, Tecoma stans, Lantana
camara, Callistemon lanceolatus, Agapanthus africanus, Senna viarum, Streptosolen
jamesonit, Rhododendron sp., Acanthus mollis, Salvia leucantha, Tagetes zypaqui-
rensis, Helianthus anus, Brassica napus, Borago officinalis.

Se ubican las plantas de cada especie, se las cuenta y se comprueba
que estdn en floracion. Se localizan en un esquema sencillo los individuos
escogidos para el muestreo y se los marca, utilizando una cinta de color
(n = 5-10, dependiendo la disponibilidad). Se escoge de entre los individuos
una planta focal, y se marcan en ella dos inflorescencias: #1: inflorescencia
Jocal (esta es la tinica inflorescencia a la cual se le aplicard polvos fluores-
centes), y #2: inflorescencia no-focal, en la misma planta. En tanto, el resto
de las inflorescencias provienen de plantas conespecificas, las cuales deben
estar ubicadas a distancias crecientes de la planta focal. Asimismo, deben
estar marcadas seguin corresponda. Se utiliza cinta métrica para medir la
distancia que hay entre las plantas, y se deben consignar esas distancias en
un esquema.

A continuacién, se determina el tipo de inflorescencia —por ejemplo,
la cima, la espiga, el racimo—, utilizando una carta fitografica de las inflo-
rescencias. Posteriormente, se registra el estado de desarrollo de las flores
en la inflorescencia. Se realizan observaciones en diversas plantas e inflo-
rescencias, y se elabora un diagrama de la inflorescencia con la distribucion
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de las flores y sus estados fenolégicos. Se deben utilizar términos como
botdn, abierta, estigma abierto, anteras donando polen y presencia de néctar. A
continuacion, se calcula la proporcién de flores abiertas por inflorescencia.

Posteriormente, se aplica el polvo fluorescente en la inflorescencia focal,
marcdndola con una cinta pldstica de color, para facilitar su deteccién mas
tarde en el dia. Se deben tener en cuenta las siguientes opciones:

Si la especie de planta presenta una sola inflorescencia por planta (ver-
bigracia, agapanto), se procede de la siguiente forma:

- Se escoge en la inflorescencia una sola flor en estado de donacién
de polen, y se la marca como flor focal en la base del pedicelo.
Para ello, se utiliza una cinta o un hilo de color, para facilitar la
deteccion visual y ejecutar el posterior andlisis. Es preciso ser
cuidadosos en el proceso de marcaje, para evitar dafiar la flor.

- Con ayuda de un palillo, se aplica el polvo fluorescente sobre las
anteras de esta flor. Si es necesario, se utiliza una lupa, para facili-
tar la administracién del polvo sobre las anteras. Posteriormente,
se registra la hora, y se deja el sistema libre para que sea visitado
de manera natural por los polinizadores.

Si la especie de planta presenta varias inflorescencias por individuo, se
procede de la siguiente forma:

- Se marca la inflorescencia focal con el #1, como se mencioné en
el primer paso. Para ello, se utiliza una cinta o un hilo de color en
el pedinculo de la inflorescencia, y la etiqueta correspondiente.

- Con ayuda de un palillo o un pincel fino, se aplica polvo fluo-
rescente sobre las anteras de todas las flores abiertas en dicha
inflorescencia. Se registra posteriormente la hora, y se deja el
sistema libre para que de manera natural sea visitado por los po-
linizadores. A continuacién, se registra en la libreta de campo a
cuantas flores de la inflorescencia se les aplica el polvo, y el color
que este tiene.

De forma paralela, se hacen tres periodos de observaciones de actividad
de visitantes florales, de al menos treinta minutos cada uno. Se registra el tipo
de visitante —que se trate de abejas, moscas, mariposa, colibries, u otros—
y el comportamiento de los individuos en la inflorescencia: si visita varias
flores dentro de la misma inflorescencia; si se mueve entre inflorescencias
de plantas vecinas, y cuanto tiempo dura el visitante en cada inflorescencia.
En tanto, cada estudiante cumple con estas observaciones de manera que
se multiplica el esfuerzo, lo cual se condensa al consolidar todos los datos
de las observaciones del grupo en una sola base de datos.

Al final de la tarde, se recoge la inflorescencia focal completa en una bolsa
pldstica marcada como #1. Inflorescencia-focal en planta focal. Debe tenerse
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en cuenta que se pueden necesitar tijeras de jardineria. Posteriormente, se
recoge otra inflorescencia diferente a la focal de la misma planta en una bolsa
separada y marcada con la leyenda #2. Inflorescencia-no-focal en planta focal.

Se recogen a continuacién inflorescencias de entre cinco y diez plantas
conspecificas vecinas, ubicadas a diferentes distancias de la planta focal,
seguin el esquema de ubicacion de las plantas realizado previamente. Se
guarda cada inflorescencia en una bolsa pldstica diferente, marcada segin
la distancia de la planta de la siguiente forma:

m de distancia de la planta focal
m de distancia de la planta focal
m de distancia de la planta focal

#3. Planta no-focal ubicada a
#4. Planta no-focal ubicada a
#5. Planta no-focal ubicada a

Posteriormente, se llevan todas las inflorescencias al laboratorio para
analizar el flujo de polen entre las flores y las plantas, para lo cual se utili-
za el registro de presencia o ausencia de polvo fluorescente. Debe tenerse
cuidado con el transporte de las inflorescencias, para no maltratar las flores.

Se utiliza una ldmpara fluorescente para revisar la presencia de polvo
fluorescente en las flores. A continuacién, se repite el proceso con cada
muestra. Cabe anotar que se debe sacar de la bolsa la inflorescencia que se
va a evaluar, y posteriormente se debe volver a guardar en la bolsa, antes
de analizar la siguiente muestra. Esto tiene el fin de prevenir confusiones
entre inflorescencias provenientes de diferentes distancias. Para registrar los
datos se puede utilizar y adaptar el formato modelo de la tabla 1.4.
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Preparacion del informe

Se realiza el andlisis de la informacién con los datos de todos los estudian-
tes del curso. Aquello tiene el objetivo de incrementar la probabilidad de
comparar diferentes especies de plantas y distintos tipos de arquitectura
de inflorescencia.

Para la discusion, se deben tener en cuenta las respuestas a dos pregun-
tas que se muestran a continuacién. En primer lugar, se debe contemplar
esta indagacion: dse acepta o se rechaza la hipétesis nula? A continuacién,
se argumentan y discuten los resultados. En tanto, la segunda pregunta es:
ése encuentra algun patrén en el flujo de polen que indique promocién de
autogamia (cruce de gametas provenientes de la misma flor), geitonogamia
(cruce de gametas provenientes de dos flores diferentes de la misma plan-
ta), o xenogamia (cruce de gametas entre distintos individuos)? Ademds, se
puede ejecutar un analisis de varianza no-paramétrico (Kruskal-Wallis) para
cada forma de transferencia de polen; con tal propésito en mente, se puede
usar la proporcién de flores con polen artificial como variable respuesta, y
el tipo de inflorescencia como factor.

Posteriormente, se elaboran grificas en las que se sitia en el eje de las
X el tipo de inflorescencias muestreadas, y en el eje de las Y, la proporcién
de flores/inflorescencias con presencia de polvo fluorescente registrado.
Para el caso de las inflorescencias, se registra si el polvo se encuentra en al
menos una de las flores de estas. Se procede entonces a discutir el com-
promiso biolégico entre la endogamia y el desarrollo de constancia floral
en una inflorescencia. Se discute si se observa algtn tipo de relacion entre
el tipo de inflorescencia y los patrones de flujo de polen. Asimismo, cémo
se relacionan las observaciones de visitantes florales, y el patrén de flujo
de polen encontrado. Finalmente, se incluye en la discusién una reflexion
acerca de los factores ambientales que potencialmente han podido tener
un efecto en los resultados obtenidos. Se debe incluir ademds una revision
bibliogrifica pertinente.
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Practica 1.3. Efecto del tamano
de la inflorescencia sobre las
visitas de los polinizadores

Introduccion

Los polinizadores forrajean bajo la presién de diversos tipos de contingen-
cias ambientales. En consecuencia, la velocidad a la cual pueden tomar el
alimento constituye un aspecto que tiene efecto en su aptitud biolégica. De
tal modo, las fuentes de alimento congregadas incrementan la probabilidad
de tomar una mayor cantidad del recurso en un menor tiempo. Asimismo,
las inflorescencias no solo proveen alimento en agregaciones, sino que,
ademas, dado que todas las flores son del mismo tipo morfolégico, aquello
contribuye como un factor adicional a la explotacién éptima del alimento.
Lo descrito tiene asimismo un efecto positivo en la reduccion del tiempo
de manipulacién floral para la obtencién del recurso floral.

Objetivo

Se propone evaluar el efecto del tamafio de la inflorescencia sobre la tasa
de visitacion de polinizadores.

Hipotesis

Las inflorescencias grandes reciben mads visitas florales que las inflorescen-
cias pequenas, pues son mds conspicuas visualmente. En efecto, prometen
mayor recompensa que las inflorescencias pequefias.

Materiales y equipos

Cuadros de muestreo de 1 m2. Puede construirlos con tubos
de pvc. Si no cuenta con ellos, puede demarcar las unidades de
muestreo con cuera, mientras se hace uso de estacas. Para ello,
se requiere entonces de lo siguiente:

Estacas (12)

Cinta métrica o metro para costura
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- Tres cuadros de pvc de I m x I m (opcional)

- Tijeras de punta fina
Reloj

- Tabla o grabadora para registrar los datos

Procedimiento

Se ubica en el campus una zona donde haya Trifolium repens o T. pratense.
Se delimitan las dreas de observacién utilizando los cuadrantes de 1 m?.
O, alternativamente, si no se cuenta con los cuadrantes, con ayuda de es-
tacas, cuerda y la cinta métrica, se delimitan tres unidades de muestreo de
un metro cuadrado cada una. A continuacion, se determina la densidad de
inflorescencias de la especie en cada unidad de muestreo. Una vez realiza-
da esa medicién, a la mitad de las inflorescencias —habiéndolas escogido
aleatoriamente; es decir, tanto a las grandes como las pequenas— se les
reduce el tamafio, removiendo flores con ayuda de unas tijeras de punta
fina. De ese modo, habrd inflorescencias de dos tamarfios en la unidad de
muestreo. No se debe reducir el tamafio de la inflorescencia cambiando su
forma; por ejemplo, debe evitarse partirla en la mitad, o implementar otro
método que pueda suponer un cambio en las variables, y por tanto, ser una
potencial fuente de error.

Resulta aconsejable escoger dreas con una sola especie de trébol. Si eso
no es posible, se retiran con ayuda de una tijera las flores de la especie que
no se va a estudiar, y se mide la densidad de las inflorescencias, contando
tnicamente las que quedaron después de hacer la seleccién. A continuacién,
se realizan observaciones de visitantes florales por un periodo de quince
minutos, y se descansa cinco minutos, mientras cambia el cuadrante. Pos-
teriormente, se repite el procedimiento hasta completar al menos tres series
de registros de visitantes florales por unidad de muestreo. Por tltimo, se
consignan los datos en una planilla como la expuesta en la tabla 1.5.
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Tabla 1.5. Modelo para registrar datos sobre el tamano de la inflorescencia y la tasa
de visitacion

Fecha:

Especie de planta: Trifolium repens (blanco) o Trifolium pratense (purpura)

Cuadran- Densidad  Reéplica Hora de N.° de N.° de Observa-
te o uni- floral inicio de  visitas a visitasa ciones de
dad de la inflores-  inflores-  visitantes
muestreo observa- (ES [EES
cion grandes  pequenas
I I
1 2
1 3

Fuente: elaboracion propia

Preparacion del informe

Para el andlisis de datos, se puede proceder de la siguiente manera: a) se
determina si la densidad floral afecta el nimero total de visitas recibidas
por las inflorescencias (grandes y pequerfias) en el periodo de tiempo total
de observacion directa; y b) se adelanta un andlisis de varianza de un factor
(tamafio de inflorescencia) con el total de visitas (medidas repetidas en el
tiempo). Posteriormente, se grafican los resultados, y se presentan los valores
de la prueba estadistica. Para la discusion, se debe indicar si se confirma la
hipétesis, e interpretar los resultados con base en bibliografia pertinente.
Luego, se procede a discutir, por una parte, qué motivé trabajar con par-
celas en las que hay una sola especie de trébol; y, por otra, se identifican
posibles fuentes de error al ejecutar el experimento.

Referencias

Amaya-Madrquez, M. (1996). Sistemdtica y polinizacion del género Columnea
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Introduccion

La fenologia floral es frecuentemente confundida con la fenologia de la
floracién, quizd por la similitud fonética entre esos dos términos, a pesar
de ser fenémenos diferentes desde la 6ptica conceptual. La fenologia de la
floracion remite a los tiempos relacionados con la floracion de una especie;
principalmente, el periodo del ciclo (anual, bienal, o de tiempos mayores
a dos afios), la duracién de la produccién de flores (semanas, meses), y la
estacion o el mes en el cual las plantas florecen (Ollerton y Dafni, 2005;
Shivanna y Tando, 2014). En tanto, el conocimiento de estos periodos de
tiempo y de la intensidad de la floracién es muy importante en la ecologia
de la interaccion planta-polinizador y planta-frugivoro, pues determina la
dindmica de las mencionadas interacciones ecolégicas, la cual se ve afectada
por la disponibilidad y abundancia de la oferta del recurso (Morellato et al.,
2016; Martins et al., 2021).

A su vez, la fenologia floral hace referencia por otra parte a los cambios
fenolégicos que sufre una flor desde su apertura (antesis) hasta el periodo
de marchitamiento y senescencia (Primack, 1985; Ashman, 2004). En un
sentido amplio, la fenologia floral abarca el tiempo y la duracién de la re-
ceptividad del estigma, al igual que la donacién y viabilidad del polen, asi
como los patrones de oferta de recompensas florales, tales como la secrecién
de néctar, entre otros (Shivanna y Tando, 2014). Asimismo, la dindmica
floral se evidencia en cambios fisiolégicos y morfolégicos en los verticilos
florales (van Doorn, 1997; Nuttman y Willmer, 2003; Shivanna y Tando,
2014). En ese escenario, el estudio de la fenologia floral es fundamental para
la comprension de la ecologia de la polinizacién, ya que permite conocer
la longevidad floral, el funcionamiento de la sexualidad en las plantas, los
patrones de oferta de la recompensa floral, la dependencia de las plantas
de los polinizadores, y, en general, entender mejor el contexto floral en el
que estan inmersos los polinizadores.

Antes de realizar las practicas presentadas en este capitulo, es necesario
ejecutar los siguientes pasos:

Se determina la longevidad floral de la especie de angiosperma
escogida para el estudio (ver anexo 1, en la seccion de anexos al
final del libro).

Se caracteriza la tipologia de los fenotipos florales en fases florales
consecutivas. Para ello, se describen los cambios dados a lo largo
de la vida de la flor, a partir de la antesis (apertura del botén floral),
hasta la ultima fase de la senescencia floral o marchitamiento de
la flor (ver anexo 1). Por su parte, tanto el nimero de fases como
su duracion dependen de la especie de planta. Se deben ejecutar
los siguientes pasos: 1) se hace una descripcion detallada de cada
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fase floral con los rasgos distintivos de los verticilos florales (mor-
fologia, coloracién, posicién y orientacién espacial, y tamafio);
2) se ilustra cada fase con fotografias, y g) se elabora una tabla
con la duracién de cada fase floral (nimero de flores evaluadas,
promedio y desviacién estandar). De tal modo, los datos presenta-
dos en dicha tabla servirdn de referencia, y permitiran cotejar los
hallazgos sobre receptividad estigmatica (practica 2.1), viabilidad
del polen (prictica 2.2) y produccion de recompensas florales.
Asimismo, conducirdn a evaluar aspectos ecolégicos y funcionales
de la interaccién planta-polinizador (por ejemplo, prdctica 2.3).

Practica 21. Efecto de la edad de la flor
sobre la receptividad del estigma

Introduccion

La receptividad estigmatica alude a la habilidad del estigma para recibir y
promover la germinacion de polen y el crecimiento de tubos polinicos des-
pués de una polinizacion compatible (Kearns y Inouye, 199g; Dafni et al.,
2005). De tal modo, la receptividad del estigma es crucial para el éxito de
la polinizacién; si el estado del estigma no es receptivo al momento de la
polinizacién, el polen no podra germinar y, en consecuencia, la fertilizacién
fallard. Asimismo, en especies dicégamas, el estigma se hace receptivo unas
pocas horas o dias antes de la dehiscencia de la antera (protoginia), o unas
pocas horas o pocos dias después de la dehiscencia de la antera (protandria)
(Kearns y Inouye, 1993; Dafni et al., 2005).

De acuerdo con lo anterior, para cualquier experimento de reproduc-
cién o procedimiento de polinizacién artificial, se deben hacer pruebas
para determinar el momento y la duracién de la receptividad del estigma.
En varias especies, la receptividad del estigma puede ser identificada con
base en cambios morfolégicos que ocurren en el estigma (Kearns y Inouye,
1993; Dafni et al., 2005). Sin embargo, en muchas especies, la receptivi-
dad del estigma no puede ser reconocida externamente. De tal modo, la
identificacién de la receptividad del estigma en dichos sistemas requiere del
estudio de la actividad enzimatica (deteccion de enzimas como esterasas y
peroxidasas en el estigma), y, si es posible, debe ir acompafiada de pruebas
de germinacion de polen y del crecimiento de tubos polinicos, después de
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polinizaciones controladas que hayan sucedido a diferentes edades de la
flor (Kearns y Inouye 1993; Dafni et al., 20035).

Objetivo
La presente prdctica plantea evaluar la receptividad del estigma en dife-
rentes edades de la flor mediante la deteccién de enzimas (peroxidasas) y
la germinacién de polen en el estigma.

Hipotesis
Se plantea como base la nocién hipotética de que la edad de la flor afecta

la receptividad del estigma. De tal modo, hay diferencias en la receptividad
del estigma en flores de diferente edad.

Materiales y equipos

Método 1. Por actividad enzimatica

Bolsas de exclusién de polinizadores (ver anexo 2.1)
Caja de Petri
Hilos de colores (cuatro colores diferentes)

Lupa
Peréxido de hidrégeno (H20 2,3 %)
Pinzas

Pipeta Pasteur

Método 2. Por polinizacion cruzada manual

Agua destilada

Anilina azul

Bafio de Maria

Bolsas de exclusion de polinizadores (ver anexo 2.1)
Caja de Petri

Fijador raa

Gradilla

Hidroxido de sodio (NaOH) 8N
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Hilos de colores (cuatro colores diferentes) y cinta plastica resis-
tente a la intemperie

Ldminas cubreobjetos

Laminas portaobjetos

Marcadores permanentes

Microscopio con filtro vv (epifluorescencia)
Palillos de diente

Papel aluminio

Pinzas

Pipetas Pasteur

Tubos de pldstico (2 ml)

Vaso de precipitado (100 ml)

Procedimiento

Para evaluar la receptividad del estigma a lo largo de la vida de la flor, es
necesario conocer su longevidad, y notar cuando el botén floral estd listo
para su apertura. De acuerdo con la longevidad de la flor, se definiran las
fases de la vida floral, desde la antesis hasta la senescencia de la flor; eta-
pas en las cuales se evaluard la funcién sexual (ver anexo 1 para detalles
de cémo estimar la longevidad floral). Por ejemplo, para una planta con
longevidad floral de tres dias, se puede evaluar la receptividad del estigma
en las siguientes edades: botén, antesis (dfa 1), dia 2 y dia g.

Una vez definida la tipologia o el fenotipo de cada fase o edad floral, se
procede a ubicar y marcar los individuos que se utilizardn en el estudio. En
cada una de dichas plantas, se marcan los botones florales préximos a su
apertura. Cada botén se sefiala con una etiqueta en la que se le asigna una
edad especifica de la flor o fase floral. Una vez llegue a esa edad, la flor serd
retirada de la planta, para evaluar la receptividad del estigma en el labora-
torio. Ademds, la elaboracion previa del catdlogo, o grifica de fotografias o
dibujos que ilustran las fases secuenciales de la fenologia floral (fases), serd
muy ttil en esa fase de escogencia y etiquetado. Aquello incrementard la
probabilidad de que el dia de la prueba de laboratorio se disponga de flores
de las diferentes edades.

Cabe anotar que los botones utilizados en la evaluacién de la funcién
femenina se deben emascular; es decir, es necesaria la remocién de las an-
teras. Con ello se busca evitar la deposicién de polen, y la obstruccion del
estigma de la misma flor. Ademds, en las pruebas enzimaticas, la presencia
de polen puede arrojar un falso positivo. De tal modo, los botones de cada
edad o fase se marcan con hilos de color diferente —de forma que haya un
color para cada edad— vy, después de marcarlos, se cubren con bolsas de
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exclusion. En lo posible, en una planta debe haber suficientes flores para
replicar cada edad floral.

Si continuamos con el ejemplo anterior, para una especie con longevi-
dad floral de g dias, en caso de replicarla en 6 plantas, se necesitarian 48
botones (4 x 6 x 2): 4 (edades) x 6 (plantas) x 2 (pruebas) (tabla 2.1). Asi
pues, si para realizar una sola prueba se necesita disponer de la mitad de
los botones, en el ejemplo que hemos utilizado, se necesitarian 24 botones.
En tal caso, se utiliza cinta pldstica de color para marcar la inflorescencia o
rama en la cual se encuentran los botones florales respectivamente marcados
con hilos. Asimismo, hay que asegurarse de utilizar etiquetas resistentes a
la intemperie, en las que se pueda escribir con ldpiz o marcador indeleble,
de modo que se marque el nimero de la planta y la rama (por ejemplo,
la etiqueta A/1 corresponde a la planta A, rama 1). A medida que se vayan
marcando los botones, se les debe cubrir con una bolsa de exclusiéon de
polinizadores, para evitar su interferencia en el proceso. Asimismo, se debe
elaborar una planilla con los nimeros de plantas, ramas y flores (tabla 2.2),
que posteriormente serd usada para registrar los resultados de las pruebas.

Tabla 24. Ejemplo de distribucion de botones florales por plantay edad para
evaluar receptividad de estigmas por los métodos de peroxido y polinizacion
manual (en este ejemplo n = 6 plantas)

Método Edad de la Color del Plantas
flor hilo

Actividad enzimatica

} ) Botén 1 1 I 1 1 I (§}
(peroxido de hidrogeno)
Dia 1 I 1 1 1 1 I 6
Dia 2 1 1 I 1 1 1 6
Dia g I 1 1 1 1 I 6
Polinizacién cruzada p
Boton I 1 1 1 1 I 6
manual
Dia 1 I 1 1 1 1 I 6
Dia 2 I 1 1 1 1 I 6
Dia g 1 I 1 I 1 I 6

Total

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 2.2. Ejemplo de planilla para el registro de datos correspondientes a pruebas
de receptividad del estigma

Planta Rama / Flor Edad Actividad Germinacion de tubos
Inflores- (color) asignada enzimatica* polinicos**
cencia
Si No Germinado  No germinado
A 1 Boton
A 1 Dia 1
A 1 Dia 2
A 1 Dia g

* Si la respuesta de actividad enzimdtica es positiva, se puede describir su intensidad
utilizando descriptores de categoria, tales como baja, media y alta.

** Si la respuesta de germinacion de tubos polinicos en el estigma es positiva, calcule el
nidmero en cada lectura de la muestra.

Fuente: elaboracion propia

Método 1. Por actividad enzimatica

Una vez cada flor llegue a la edad asignada, se deben ejecutar los siguientes
pasos con todas ellas, una por una:
Retirar la bolsa de exclusion.
Retirar la flor de la planta y extraer el estilo con ayuda de las pin-
zas. Tener mucho cuidado de no danar el estigma con las pinzas,
porque el tejido dafiado puede dar falso positivo.
Colocar el estilo en la caja de Petri.
Colocar una gota de peréxido sobre el estigma.
Con ayuda de una lupa, observar el estigma. La respuesta se con-
sidera positiva si se forman burbujas inmediatamente después de
la inmersion en peréxido. Se pueden utilizar categorias de inten-
sidad (baja, media, alta) para describir el resultado, e implementar
el registro binario (ocurrencia o no de la respuesta del estigma).
Se registra el resultado.
Repetir los pasos anteriores con cada flor de las diferentes edades,
hasta completar las réplicas respectivas.



Fenologia floral -« 41

Método 2. Por polinizacion cruzada manual

Una vez cada flor llegue a la edad asignada, se deben ejecutar los siguientes

pasos con ellas, una por una':
Extraer abundante polen de tres plantas distintas de las que se va
a polinizar, en una caja de Petri.
Con ayuda de pinzas, se pueden abrir las anteras para extraer el
polen.
Se retira la bolsa de exclusion.
Con un palillo de dientes, tomar una pequefia cantidad de polen,
y polinizar.
Volver a poner la bolsa de exclusién.
Repetir los anteriores pasos con cada una de las flores de diferentes
edades, hasta completar las réplicas respectivas.
A las 24 horas, retirar las flores y situarlas una por una en tubos
(2 ml) individuales, debidamente rotulados con la edad respectiva.
Agregarle fijador (FAA) a cada tubo, suficiente como para cubrir
la flor.
En el laboratorio, con ayuda de las pinzas, se extrae el estilo de
cada flor, y luego este se devuelve a cada tubo. Posteriormente,
se descartan las demads partes florales.
A cada tubo se le agrega agua destilada hasta cubrir el estilo.
Se agita el tubo manualmente por 20 segundos para eliminar
residuos de Faa.
Situar el tubo en una gradilla, para facilitar la organizacién, y
llevar el control del proceso.
Se repite el anterior paso g veces.
Descartar el agua de todos los tubos.
Una vez todos los estilos han sido lavados, agregar hidréxido de
sodio a todos los tubos hasta cubrir el estilo.
Poner los tubos en bafio de Marfa por 20 minutos a 60 °C. De-
pendiendo del tamafio del estilo, este tiempo puede ser mayor;
por tanto, se recomienda realizar pruebas preliminares con estilos
de la planta de interés, antes del experimento. Aquello tendr4 el
objetivo de definir el tiempo adecuado para ablandar los estilos
sin degradarlos.
Se descarta el hidréxido de sodio de todos los tubos.
Agregar agua destilada a todos los tubos y agitar manualmente
por 30 segundos, para eliminar residuos de hidréxido de sodio.
Se dejan los tubos en el agua por 10 minutos.
Repetir los 2 pasos anteriores, hasta completar 5 lavados.

1 En el anexo 3, ver la ilustracion del procedimiento, y detalles de preparacion de los reactivos usados.
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Una vez todos los estilos han sido lavados, se les agrega la solu-
cion de anilina azul a todos los tubos, y se los deja en la tincion
minimo una hora.

Se cubre la gradilla con los tubos con papel aluminio.

Hacer el montaje de los estilos, teniendo en cuenta los siguientes pasos.
Se extrae la anilina azul del tubo con una pipeta Pasteur, y esta se
descarta en un vaso de precipitado, para después desecharla en el
frasco destinado para tal fin. Tener cuidado de no danar el estilo
con la pipeta, o de no desecharlo junto con la anilina.

Situar el estilo sobre la limina, y cubrirlo con la limina cubreobjetos.
Aplastar suavemente, procurando no romper el estilo ni la ldmina.
Se marca la lamina con la respetiva edad y réplica.

Se hace el montaje de mdximo j; estilos, y se proceder a revisar-
los en el microscopio. Se debe cuidar de no montar mds que ese
numero, ya que el estilo se deshidrata, y se dificulta la observacion
al microscopio.

Se sitda el microscopio en el filtro vv.

Contar el nimero de tubos polinicos que han alcanzado un de-
sarrollo que llegue al menos hasta la mitad del estilo.

Preparacion del informe

Para el andlisis de los datos de receptividad del estigma, se puede proceder
de varias formas. Por ejemplo, se puede a) calcular el porcentaje por edad
de las flores que reaccionaron al peréxido de hidrégeno. De tal modo, para
evaluar diferencias entre edades, se hacen comparaciones pareadas entre
edades, implementando una prueba Z. Con ella, se comparan las propor-
ciones correspondientes a dos grupos independientes. Esta prueba se puede
realizar con la funcién “prop.test” del paquete “stats” (paquete base) de “R”.
b) También se pueden graficar los resultados de la prueba enzimadtica, colo-
cando en el eje de las X la edad de la flor, y en el eje de las Y la intensidad
de la respuesta enzimatica. Si los datos son suficientes, se puede hacer una
regresion logistica. ¢) Se grafican los resultados de receptividad estigmatica
evaluados con la germinacién de tubos polinicos en el estilo, colocando en
el eje de las X la edad de la flor, y en el eje de las Y, el nimero de tubos
polinicos. Si la gréfica sugiere @) una edad éptima o especifica de la madurez
del estigma, se procede a ejecutar la validacién estadistica con un analisis
de varianza paramétrico o no-paramétrico, dependiendo de los datos, eva-
luando diferencias entre fases florales. Si la grafica ) sugiere una tendencia
creciente con la edad, entonces la validacién de esta tendencia se puede
hacer corriendo una regresion.
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En todos los casos, se debe presentar una breve descripcion de los cam-
bios observados con la edad, sin repetir o redundar con lo que muestran
las graficas. Para la discusion, se comparan los resultados con otros datos
concernientes al género o la especie estudiada, que hayan sido publicados
previamente. Se responden las preguntas enunciadas a continuacién. {Fueron
coherentes los hallazgos obtenidos con el método enzimatico y el método de
los tubos polinicos? éConsidera que el método de los tubos polinicos es til
para analizar la especie estudiada?, épor qué? éCuadles factores no controlados
en el experimento pudieron haber afectado el resultado que se observe?

Practica 2.2. Efecto de la edad de la
flor sobre la viabilidad del polen

Introduccion

La viabilidad de polen corresponde a la capacidad de los granos de polen
para germinar cuando llegan a los estigmas de las flores de su propia espe-
cie (Kearns y Inouye, 1993; Dafni et al., 2005). Dentro de los numerosos
factores que pueden afectar la viabilidad del polen, se encuentra la edad
de flor; al respecto, los ejemplos en la literatura son abundantes (Kearns
y Inouye, 1993; Dafni y Firmage, 2000; Firmage y Dafni, 2001; Dafni
et al., 2005). En algunas especies de orquideas, el polen de flores de ocho
dias de edad es tan viable como el polen fresco. Mientras tanto, en otras
especies, la viabilidad del polen se reduce drdsticamente después de cua-
tro a cinco dias postantesis (Dafni y Firmage, 2000). Cabe sefalar que la
viabilidad del polen afecta a su vez la calidad del fruto, lo cual resulta en
frutos con menos semillas, segtin la edad del polen que fue depositado
en el estigma. En tanto, la duracién del periodo de viabilidad del polen
depende de la especie de planta, y de su estrategia para aumentar el éxito
reproductivo masculino —que corresponde a la transferencia de polen a
un estigma coespecifico— y femenino —que atafie a la fertilizacion de los
6vulos— (Kearns y Inouye, 199g; Dafni et al., 2005).

De acuerdo con lo anterior, es coherente sostener que la informacion
sobre la viabilidad de polen es valiosa tanto para fines horticolas como
para la investigacién botdnica en general. En ese sentido, las pruebas de
viabilidad proporcionan un medio para evaluar el potencial del polen para
germinar en el estigma (Firmage y Dafni, 2001). Segun eso, entre los mé-
todos idéneos mads rdpidos y precisos para evaluar la viabilidad del polen,
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se destacan la tincién con colorantes vitales y la germinacion en medios
artificiales (Firmage y Dafni, 2001; Dalni et al., 2005). En ese contexto,
las pruebas de tincién tienen ventajas como indicadores de la viabilidad del
polen, ya que son mads rdpidas y fdciles que la germinacién del polen; sin
embargo, tienden a ser conducentes a sobreestimar la viabilidad y el poder
germinativo real de los granos (Dafni y Firmage, 2000; Dafni et al., 2005).
Por otro lado, debe considerarse que la germinacion in vitro depende del
genotipo de la flor, las condiciones ambientales, la madurez del polen, y
la composicién y el pH del medio; por consiguiente, es necesario deter-
minar las condiciones éptimas para la germinacién del polen. Ademds, la
germinacion del polen in vitro permite hacer estimaciones confiables de la
fertilidad (Dafni y Firmage, 2000; Dafni et al., 2003).

Objetivo

La presente practica plantea evaluar el efecto de la edad de la flor sobre la
viabilidad de polen, mediante tincién con colorante vital (azul de metileno),
y germinacién de polen in vitro.

Hipotesis

Hay diferencias en la viabilidad de polen en flores de diferentes edades.
Materiales y equipos

Método 1. Tincion con colorante vital

Aguja de diseccion

Azul de metileno

Laminas cubreobjetos

Laminas portaobjetos

Marcadores permanentes

Microscopio éptico

Pinzas

Pipeta Pasteur

Bolsas de exclusién de polinizadores (ver anexo 2.1 en el aparte
de anexos, al final del libro)
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Método 2. Germinacion de polen in vitro

Acido bérico (H3BOg)

Agitadores de vidrio (7)

Agua destilada

Agujas de diseccion

Azicar (500 g)

Azul de metileno

Balanza

Vasos de precipitado (Beaker) de 100 ml (7)
Capilares

Laminas cubreobjetos

Laminas portaobjetos

Marcadores permanentes

Microscopio 6ptico

Pinzas

Pipetas Pasteur

Placas para cultivos de células
Refractémetro

Tubos pldsticos de 50 ml (8)

Tubos pldsticos pequerios

Bolsas de exclusion de polinizadores (ver anexo 2.1)

Procedimiento

Para evaluar la viabilidad del polen a lo largo de la vida de la flor, es ne-
cesario conocer la longevidad de la flor, y observar cudndo los botones
florales estdn listos para su apertura. De acuerdo con la longevidad de la
flor, se definird el intervalo de las observaciones, desde la antesis hasta la
senescencia®. Por ejemplo, para una planta con longevidad floral de g dias,
se puede evaluar la viabilidad del polen en las siguientes edades: botén,
antesis dia 1, dia 2 y dia g.

Para que el dia de la prdctica se encuentren disponibles flores de las dife-
rentes edades, se deben marcar flores 1, 2, y g dias antes de llevar a cabo la
practica. Ademds, los botones de cada dia se marcan con hilos de diferente
color —cuidando que se utilice un color para cada edad—, y después de
marcarlos, se cubren con bolsas de exclusién. En lo posible, en una planta
debe quedar una réplica de cada edad de la flor, y si se utilizan los 2 métodos,

2 Igual que en la practica anterior, ver anexo 1 para obtener detalles de como estimar la longevidad
floral.
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entonces 2 réplicas; una flor para cada método. Por ejemplo, si hay 6 plantas
disponibles, se necesitarian 48 botones, 8 por cada planta para las 4 eda-
des y los 2 métodos de evaluacion de la viabilidad (tabla 2.3). Si esto no es
posible, se deben tratar de distribuir las réplicas en la mayor cantidad de
plantas y ramas diferentes, y evitar ubicar todas las réplicas en unas pocas
plantas. Asimismo, se debe utilizar cinta pldstica, preferiblemente de color,
para marcar la inflorescencia/rama en la cual se encuentran los botones
marcados con hilos, escribiendo el nimero de la planta y la rama (por
ejemplo, la etiqueta A/1 se refiere a la planta A, rama 1). Ademas, se debe
elaborar una planilla con los ndmeros de plantas, ramas y flores (tabla 2.4),
que posteriormente serd usada para registrar los resultados de las pruebas.

Tabla 2.3. Distribucion de botones florales por planta y edad para evaluar
viabilidad del polen con los métodos de tincion y germinacion in vitro

Método Edad Color Plantas Total
del hilo =— oo
3 4 5 6

Tincion vital (azul de metileno) Boton 1 1 1 I I I 6
Dia 1 I I 1 I I I 6

Dia 2 I I 1 1 I 1 6

Dia g I I 1 1 I I 6

Germinacion del polen in vitro Boton I I 1 I I I 6
Dia 1 I I 1 1 I 1 6

Dia 2 I I 1 I I I 6

Dia g I I 1 I I I 6

Total 8§ 8 8 8 8 8 48

Fuente: elaboracién propia

Tabla 2.4. Ejemplo de planilla para el registro de datos de pruebas de viabilidad
del polen

Planta Rama / Flor Tincion Germinacion
Inflores- (color — "
] ( ) Tenidos No Germinados No
cencia - )
tenidos germinados

A 1 Boton
A 1 Dia 1
1 Dia 2
A I Dia g

Fuente: elaboracién propia
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Método 1. Tincion con colorante vital

Este método se ejecuta flor por flor, sin mezclar diferentes edades, siguiendo

el proceso descrito a continuacién:
Se retira la flor de la planta y se la sitda en un tubo pldstico para
evitar que se daiie.
Se rotula el tubo con la edad respectiva y la planta de origen.
Se extraen las anteras de la flor, con ayuda de pinzas.
Se sittan las anteras en la ldmina portaobjetos, y, con ayuda de
pinzas y/o aguja de diseccién, se extrae el polen.
Se aplica una gota de azul de metileno sobre el polen y se cubre
la ldamina portaobjetos con una ldmina cubreobjetos.
Se lleva la muestra ya dispuesta al microscopio 6ptico para con-
teo a 10X.
Se hace una inspeccién de la placa para evaluar la densidad del polen
y determinar la distancia a seguir entre campos de observacion.
Se enumera el polen tefiido y no tefiido en 10 campos de obser-
vacion. Se deben contar minimo 300 granos de polen, que son
suma de tefiidos y no tefiidos. Si en los 10 campos no se obtienen
los goo granos de polen, debe incrementase el nimero de cam-
pos de observacion hasta completar el conteo de los 300 granos
(con el fin de unificar la intensidad del maestro). Asimismo, en el
anexo 2.8 se presenta un modelo para hacer el conteo. Hay que
tomar ademds como guia para el registro de los datos la tabla 2.5.
Se repiten los anteriores pasos hasta completar las réplicas de
cada edad.
Una vez terminado el conteo de todas las réplicas, se debe calcular
el porcentaje de granos de polen tefiido y no tefiido, con base en
el total de granos de polen contado en la lamina. Los granos de
polen que se tifien de color intenso son los granos de polen viables.
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Tabla 2.5. Formato para registro de conteos de granos de polen viable (+, tefiido
con azul de metileno) y no viable (-, no tefiido con azul de metileno) segiin la edad
de la flor

Campos de observacion

1 2 3 4 5 6 7 8 9

+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ - + -

S
)
c
(<]
O
N
4
Q
(@]

=
=

asignada

Fuente: elaboracion propia

Método 2. Germinacion de polen in vitro

Este método comprende dos fases: en la primera, se determina la concen-
tracién 6ptima en la cual germinan los granos de polen de la especie en
estudio, y en la segunda, se evalia la germinacién de polen en diferentes

edades de la flor.
Fase 1. Concentracion optima para germinacion de polen

Dado que, en algunas especies, el porcentaje de germinacién de los granos
de polen es 6ptimo con ciertas concentraciones de sacarosa, se deben eje-
cutar las pruebas correspondientes para determinar la concentracién mads
favorable para la especie en estudio. Para eso, se siembra una mezcla de
polen de diferentes edades de la flor en soluciones de sacarosa de distintas
concentraciones de 0, 5, 15, 20, 25, 30, 45y 60 % de sacarosa (g de sacarosa
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/ 50 g de solucion). Con el objetivo de que haya mayor probabilidad de
germinacion del polen, se debe disolver la sacarosa en una solucién con
acido bérico.

Para preparar las soluciones de sacarosa a diferentes concentraciones,
se debe seguir este procedimiento:

Disolver 100 mg de dcido bérico en un litro de agua destilada.
En vasos de precipitado (Beaker), agregar 50 ml de la anterior
solucion.

Marcar los vasos con las diferentes concentraciones a preparar.
Con una balanza, pesar las diferentes cantidades de azicar para
cada concentracion, y agregarlas a cada vaso (tabla 2.6). A conti-
nuacion, revolver con agitadores de vidrio hasta que el azicar se
disuelva completamente.

Tabla 2.6. Cantidad de azlcar (en gramos) correspondiente a cada concentracion

de aziicar

Concentracion Cantidad de aziicar (g)

o o
5 2,5
15 755

20 10
25 12,5

30 15
45 22,5

60 30

Fuente: elaboracion propia

Verificar la concentracién de las soluciones con el refractémetro
antes del experimento. Si la solucién no se encuentra en la con-
centracion requerida, agregar el azicar necesario para alcanzar
la concentracion.

Guardar las soluciones en tubos plasticos de 50 ml debidamente
rotulados.

Una vez preparadas las diferentes soluciones de sacarosa, se procede a
hacer las siembras de polen en placas para cultivos de células (multipozos).
Para sembrar:

Se aplican tres gotas de la solucién en el pozo con una pipeta
Pasteur.
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Se sittan tres anteras de flores de diferente edad en el pozo con
la solucién y, con ayuda de pinzas y/o de una aguja de diseccién,
se extrae el polen.

Se rotula el pozo con la respetiva concentracién de azucar.

Se repiten los anteriores pasos, hasta completar 10 réplicas de
cada concentracion.

Se dejan las siembras en reposo durante 24 horas, a temperatura
ambiente, o en incubadora a temperatura promedio del lugar en
el cual crece la planta.

Transcurridas las 24 horas de incubacién, se procede a evaluar la germi-

nacion en cada pozo, siguiendo los pasos descritos a continuacién:

Se le agrega una gota de azul de metileno al pozo a evaluar. No
se debe afiadir la tincién a todos los pozos al tiempo, ya que se
puede perder el orden de conteo. Ademds, al agregar la tincién
al pozo a evaluar, se ejecuta el control de los pozos evaluados.
Con un capilar, se extrae una muestra de solucién del pozo; luego,
esta se sitda sobre una ldmina portaobjetos, y se cubre con una
limina cubreobjetos.

Se lleva la muestra al microscopio, a 10X, y se hace una inspec-
cion de la placa, para tener una idea de la densidad de polen, asi
como de la distancia que hay entre los campos de observacion.
Se cuenta el polen germinado y no germinado en 10 campos de
observacién. Cabe sefialar que se considera germinado el grano de
polen con tubo polinico igual o mayor al didmetro del grano del
polen. Se cuentan minimo goo granos de polen: suma de germi-
nados y no germinados. Si en los 10 campos no se obtienen los
300 granos de polen, se debe incrementar su nimero, y seguir
contando hasta completar el conteo de 300 granos. De tal modo,
en el anexo 2.8 se presenta un modelo para hacer el conteo.
Una vez terminado el conteo, se calcula el porcentaje de granos
de polen germinado y no tefiido. Aquello se lleva a cabo tenien-
do como base el total de granos de polen contados en la ldmina.
Si se registran resultados similares para varias concentraciones,
se debe hacer un andlisis de varianza para seleccionar la concen-
tracién con mayor porcentaje de germinacién del polen.

Fase 2. Germinacion de polen por edades de la flor

Para esta fase del experimento, se evaluard la germinacién del polen en flores
de edades diferentes, partiendo de la concentracion de sacarosa que registré
mayor porcentaje de granos de polen germinados, o la concentracién en la
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cual se registré germinacion. A diferencia de la anterior fase, la germina-
cion se evalua flor por flor, segiin sus edades especificas. El procedimiento
es el siguiente:
Se retira la flor de la planta, y se la pone en un tubo pldstico.
Se rotula el tubo con la edad respectiva.
Se extraen las anteras con ayuda de pinzas.
Se aplican tres gotas de la solucién en el pozo con una pipeta
Pasteur.
Se ubican las anteras de la flor en el pozo con la solucién, y, con
la ayuda de pinzas y/o de aguja de diseccion, se extrae el polen.
Se rotula el pozo con la edad respectiva de la flor.
Se repiten los anteriores pasos hasta completar las réplicas de
cada edad de la flor.
Se dejan las siembras en reposo durante 24 horas, a temperatura
ambiente.
Se evalia la germinacién de polen de la misma forma descrita en
el punto C de la fase anterior.

Preparacion del informe

Se deben presentar los resultados y anadlisis de la siguiente forma. Prime-
ro, @) para la viabilidad de polen, se calculan el promedio y la desviacién
estandar del porcentaje de polen viable por edad de la flor. Para evaluar
diferencias entre edades, se hace una prueba de Kruskal-Wallis, utilizando
la edad como factor, y el porcentaje de polen viable como variable respues-
ta. Esta prueba se puede ejecutar con la funcién “kruskal.test” del paquete
“stats” (paquete base) de “R”. Posteriormente, b) se utilizan los resultados
de la anterior practica sobre receptividad de estigma, y se elabora un grafico
combinado de la receptividad del estigma y la viabilidad del polen, colocan-
do en el eje de las X, edad de la flor; en el primer eje Y, la receptividad del
estigma (porcentaje de estigmas con respuesta positiva al peréxido); y en
el segundo eje Y, la viabilidad de polen (porcentaje de polen viable, tefiido
con azul de metileno). Se ejecuta a continuacién una breve descripcién de
los cambios observados con la edad floral, sin repetir o redundar con lo que
se muestra en la grdfica, presentando la validez de los resultados, acorde
con las pruebas estadisticas.

Luego, se debe indicar si la especie presenta dicogamia (con separacién
temporal de la funcién masculina y femenina). O si no la presenta, se indica
que es homdgama (con funcién masculina y femenina simultdnea a lo largo
de la vida de la flor). Si es dic6gama, se indica si es protandrica (primero
masculina y después femenina) o protdgina (primero femenina y después
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masculina), y si ese mecanismo floral es completo (con separacién total de
las funciones) o incompleto (con sobreposicion de las funciones).

Para la discusion, se deben comparar los resultados obtenidos con otros
datos publicados previamente para el género o especie estudiados. Posterior-
mente, se relacionan los cambios morfolégicos observados externamente a
lo largo de la vida de la flor, incluyendo los datos del color, y el catdlogo de
fotografias de la practica anterior (ver anexo I). A continuacién, se discuten
los resultados en términos de la existencia o ausencia de favorecimiento de
la polinizacién cruzada y la autégama. Luego, se discuten de igual modo
las limitaciones del estudio, indicando factores no contralados en el expe-
rimento que puedan haber influido en los resultados observados.

Practica 2.3. Efecto de la polinizacion
sobre la longevidad floral

Introduccion

La longevidad y atraccién floral tienen un papel central en el éxito de la
polinizacion; en efecto, influyen en la cantidad y la calidad del polen que
recibe una flor, asi como en las recompensas que obtienen los polinizado-
res (Primack, 1985; van Doorn, 1997). Por consiguiente, dichos elementos
afectan el rendimiento reproductivo de las plantas, y la salud de los poli-
nizadores. En ese escenario, la longevidad floral se define como el tiempo
entre la antesis (la apertura de la flor), y la senescencia de una flor, la cual
estd marcada por el cierre, el marchitamiento o la abscision de pétalos y
sépalos (Ashman, 2004). Aquel periodo varia entre las diferentes horas,
dias y hasta meses, dependiendo de la especie (Primack, 1985). Por su par-
te, la atraccion floral es el periodo durante el cual una flor es atractiva para
los polinizadores (van Doorn, 1997). En ese sentido, en algunas especies
de plantas, las flores atraen polinizadores durante toda su vida floral, y, en
otras, la atraccién de los polinizadores se limita a una fase floral (Nuttman
y Willmer, 2008). Particularmente, los cambios de color de las partes del
perianto, el cese de la produccién de aroma, o un cambio en la orientacién
de los verticilos, pueden marcar el final de la atraccion floral antes de la se-
nescencia (van Doorn, 1997). En la mayoria de las especies, dichos cambios
pueden estar asociados con la polinizacién, como un mecanismo idéneo
para maximizar la eficiencia de las interacciones planta-polinizador frente
a la limitacién de recursos (Nuttman y Willmer, 2003; Abdala-Roberts



Fenologia floral + 53

et al., 2007). Seguin ese contexto, las flores abiertas son estructuras costosas
para las plantas en términos de energia; por consiguiente, el acortamiento
de la longevidad y la atraccién floral inducidos por la polinizacién, pueden
favorecer la polinizacién de flores fértiles, de modo que disminuye el des-
perdicio de polen en estigmas de flores ya polinizadas, y aumenta las visitas
de los polinizadores en flores de las que estas pueden obtener recursos.

Objetivo

El propésito de la prdctica es evaluar el efecto de la polinizacién en la lon-
gevidad floral.

Hipotesis

Se plantea la hipétesis de que la polinizacién afecta la longevidad floral
expresada en senescencia temprana.

Materiales y equipos

Planilla para registro de datos

Calibrador

Lupa (cuyo aumento sea minimo de 5X) con luz
Linterna, si la lupa no viene con luz

Bolsas de exclusion de polinizadores (ver anexo 2.1)
Hilos o cuerda delgada

Marcador permanente

Caja de Petri

Pinza de punta fina

Procedimiento

Dentro del campus o la zona de estudio, se selecciona a diez individuos en
floracién de la misma especie de planta, y con caracteristicas reproductivas
similares: altura, densidad de floracién, y grosor del fuste. En cada uno
de los individuos, etiquetar diez botones florales préximos a abrir al dia
siguiente, distribuidos en cinco ramas o inflorescencias; dos botones por
rama o inflorescencia.
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Se debe utilizar cinta pldstica, preferiblemente de color, para marcar
la inflorescencia/rama en la cual se encuentran los botones, escribiendo el
nimero de la planta y la rama (por ejemplo, la etiqueta A/1 se refiere a la
planta A, rama 1). Con la bolsa de exclusion, se aisla uno de los botones en
cada rama; de esa forma, en cada rama habra una flor expuesta y otra aislada
de los polinizadores. En tanto, para diferenciar la flor expuesta de la aislada
en la inflorescencia o rama, se utilizan hilos o cuerdas de dos colores dife-
rentes, o se hacen marcas —por ejemplo, puntos— en el sépalo o pedicelo
de la flor aislada —no expuesta—, valiéndose de un marcador permanente.

Se elabora una planilla para registro de datos segiin los nimeros de planta,
rama, flor expuesta y flor aislada. En dicha planilla, se registra informacién
sobre la antesis, los cambios morfolégicos y la longevidad de cada flor, tanto
de las flores expuestas como de las aisladas (ver anexo 1).

Por su parte, en las flores expuestas a los polinizadores, se hacen obser-
vaciones de visitas de polinizadores, por medio de la técnica del escaneo.
Dicha técnica consiste en revisar rapidamente cada flor expuesta de las cinco
ramas/inflorescencias etiquetadas en los diez individuos, y registrar si es o
no visitada. En consecuencia, se hacen las observaciones de los visitantes
florales, con la misma periodicidad definida para las observaciones de los
eventos fenolégicos de la flor, pero en momentos diferentes. Por ejemplo,
las observaciones de visitantes pueden hacerse por veinte minutos, repitien-
do sistemdticamente un recorrido en el que se consideren todas las plantas
incluidas en el estudio. En ese escenario, para las cinco plantas, se registra
la descripcion del estado fenolégico de todas las flores, tanto las expuestas
como las aisladas de las visitas de polinizadores. De tal modo, se hace el
registro de forma consecutiva en cada pareja de flores experimentales; esto
es, flor expuesta vs. flor aislada.

Cabe anotar que, para facilitar el trabajo y la calidad de la toma de los
datos, el proceso puede ser hecho en grupo o por dos personas: una se
encarga de los registros de visitantes, y la otra de los registros fenolégicos
en las flores.

Preparacion del informe

En cuanto atafie al andlisis de datos, para comparar antesis y longevidad
floral de las flores expuestas y aisladas, se elaboran grificos de cajas y bigotes
(box-plot), luego de lo cual se evalian las diferencias por medio del analisis
de varianza. Asimismo, para observar los cambios morfolégicos a lo largo
de la vida de la flor, se elaboran graficos, teniendo el tiempo en el eje de las
X, y las medidas o porcentajes de flores que expresan alguna caracteristica
morfolégica especifica en el eje Y. Se procede a explorar la relacion existente
entre los cambios morfolégicos de la flor, y las visitas de polinizadores. En
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tanto, se pueden elaborar grificos que den apoyo visual a la relacion que
hay entre las dos variables, y evaluar estadisticamente la relacion por medio
del andlisis de la correlacién. De acuerdo con la experticia del investigador,
también se puede considerar el uso de métodos estadisticos mds avanzados,
tales como modelos lineales generalizados.

A partir de los resultados obtenidos y el andlisis realizado, se discute si
la longevidad depende de la polinizacién, o es independiente de esta. Asi-
mismo, se puede consultar la literatura para entender las implicaciones del
comportamiento de forrajeo de los polinizadores en el éxito reproductivo
de la planta. Se debe mencionar posteriormente un factor critico que debe
tenerse en cuenta, tanto en el desarrollo de los experimentos como en el
alcance de las conclusiones.
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Introduccion

La sexualidad es el proceso biolégico promotor de la diversidad en las
poblaciones de organismos, pues crea nuevas combinaciones de genes, e
incorpora la variabilidad individual —por ejemplo, mutaciones—, mediante
el proceso de reproduccion sexual. En el caso de las plantas espermatéfitas,
dada su inmovilidad, la recombinacién de genes requiere un vector de po-
len, el cual es abiético en la mayoria de las gimnospermas. Mientras tanto,
en las angiospermas, mds del 80 % de las plantas utiliza un vector biético.
En estas udltimas, la interaccion ecoldgica y el requerimiento del poliniza-
dor alcanza rangos diferenciales de dependencia, en un espectro amplio,
en el que algunas especies tienen dependencia obligada, y otras ostentan
una dependencia facultativa del polinizador. Segtin el marco de tal espectro
evolutivo, son precisamente las adaptaciones evolutivas de las flores para
la polinizacién biética las que se han diversificado en arquitectura y fun-
cionamiento, dando lugar a procesos de radiacién evolutiva en las angios-
permas. El valor funcional y parte del mecanismo causante del patrén de
especiacion en las angiospermas, corresponden a que los polinizadores son
atraidos a las flores; obtienen alimento y recursos de estas, y su conducta de
forrajeo aumenta la probabilidad de que el grano de polen llegue al estigma
de la flor adecuada. Asi pues, los gametofitos masculinos sin un vector de
polen que los transporte al estigma, muy probablemente se convierten en
parte de los depdsitos de lluvia de polen, en los suelos cercanos a la planta
donadora. En ese marco, las angiospermas han evolucionado ingeniosas
estrategias reproductivas que involucran aspectos estructurales, fisiolégicos,
genéticos y fenolégicos, de modo que funcionan con la participacion de
polinizadores y de diversas plantas donadoras, como receptoras de polen
que aumentan la exactitud en la deposicion del polen. De tal modo, se hace
evidente que el sistema de apareamiento en las plantas con flores dista de
ser un proceso simple.

Sistemas sexuales

En las angiospermas, los sistemas de reproduccién sexual se definen con
base en la distribucién de las flores en los espordfitos. Estas flores pueden
ser portadoras de dos tipos de esporangios: megaesporangios y microes-
porangios, en el mismo receptaculo floral, caso en el cual se habla de una
flor bisexual, hermafrodita, monoclina, o completa. O bien las flores pueden
producir un solo tipo de esporangio, en cuyo caso se habla de flor unisexual,
diclina, o incompleta. Sin embargo, es importante precisar que la condicién



60 -+ Biologia de la polinizacion

hermafrodita corresponde tnicamente a la fase esporofitica asexuada, mads
no a la fase sexuada, pues la heterosporia en algunos grupos de helechos y
en todas las espermatéfitas, lleva a la formacion de gametofitos de cardcter
unisexual bien sea femeninos o masculinos, pero no hermafroditas. Por
consiguiente, de acuerdo con Coccuci (1980), los términos mds apropiados
para referirse a las flores que producen un solo tipo de esporangio serian
flor pistilada y estaminada en lugar de flor femenina y masculina. En el mismo
sentido, este autor (Cocucci, 1980) enfatiza que deberian utilizarse los tér-
minos flor incompleta o imperfecta, en lugar de flor unisexual y flor completa o
perfecta, en lugar de flor bisexual o hermafrodita. A su vez, la distribucién de
estos dos ultimos tipos de flores en el esporofito afecta tanto el tipo como
la proporcién de esporas producidas, y determina a su vez la proporcion
de gametofitos y de gametas (femeninas y masculinas) disponibles en la
poblacién. Por tanto, el efecto de la arquitectura del esporéfito, junto con
la funcién de la polinizacién, afecta a la estructura de las poblaciones, me-
diante la ocurrencia de apareamientos selectivos entre individuos distintos
en su composicion genética.

A continuacién, se presenta una clasificacion general de los sistemas
de reproduccion sexual en las angiospermas, con base en si los individuos
espordfitos (2n) portan flores perfectas, imperfectas (estaminadas o pistiladas),
o una combinacion de estos dos tipos de flores:

Sistemas de flores perfectas

Hermafrodita: las especies con este tipo de sistema reproductivo son mono-
morficas, lo cual indica que todos los individuos de una poblacién llevan
flores portadoras de macroesporangios y de microesporangios en un mismo
receptdculo; es decir, tienen flores perfectas. LLa mayoria de angiospermas
—aproximadamente, el 80 %— presenta este sistema de reproduccién
sexual, el cual generalmente tiene expresiones fisiolégicas diferenciales de
incompatibilidad genética (Proctor et al., 1996).

Sistemas de flores imperfectas, o una
combinacion de flores perfectas e imperfectas

Los siguientes sistemas reproductivos se caracterizan por tener flores imper-
fectas, bien sean estas portadoras solamente de megasporangios (pistiladas),
o portadoras #nicamente de microesporangios (estaminadas). Asimismo, en
algunos de estos sistemas, ademas de llevar flores imperfectas, los esporéfi-
tos llevan también flores perfectas. O bien, se presentan combinaciones de
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estas que pueden expresarse en poblaciones monomérficas o polimdrficas,
segun el tipo de sistema reproductivo propio de cada especie:

- Monoico: las especies que ostentan este tipo de sistema reproduc-
tivo se caracterizan por que sus esporofitos llevan dos tipos de
flores: a) pistiladas y b) estaminadas. Ademas, las poblaciones son
monomorficas. Algunas variaciones son las siguientes:

- Ginomonoicas: este es un sistema derivado del sistema monoico
basico. Ademads, los esporofitos presentan dos tipos de flores:
a) imperfectas pistiladas y ) perfectas. De igual modo, las
poblaciones son monomédrficas.

- Andromonoica: este es asimismo un sistema derivado del sis-
tema monoico bdsico. Por su parte, los esporofitos presentan
dos tipos de flores: @) imperfectas estaminadas y ) perfectas.
Asimismo, las poblaciones son monomédrficas.

- Poligamomonoicos: en tanto, los individuos llevan tres tipos de
flores: a) estaminadas, b) pistiladas y ¢) completas.

- Dioico: las especies con este tipo de sistema reproductivo se ca-
racterizan por tener poblaciones polimdrficas. En ellas, algunos
individuos expresan flores imperfectas portadoras de microsporan-
gios (estaminadas), mientras que otros individuos de la poblacién
llevan #nicamente flores pistiladas.

- Ginodioico: este sistema se caracteriza por tener poblaciones
polimdrficas las cuales son similares al sistema dioico, tnica-
mente que en este caso unos individuos de la poblacién solo
expresan flores portadoras de megaesporangios (pistiladas),
mientras que otros llevan dos tipos de flores. A saber, esta-
minadas y completas.

- Androdioico: se trata de un sistema caracterizado por tener
poblaciones polimérficas, de tal modo que es similar al sis-
tema dioico. Unicamente sucede que en este caso unos indi-
viduos expresan solo flores portadoras de microesporangios
(estaminadas), mientras que otros individuos de la poblacién
llevan dos tipos de flores. Estas son pistiladadas y completas.

- Poligamodioico: es un sistema caracterizado por tener pobla-
ciones polimdrficas, conformadas por tres tipos de individuos.
A saber, a) aquellos que tdnicamente tienen flores estamina-
das; b) aquellos que tnicamente tienen flores pistiladas; y
¢) aquellos que tnicamente tienen flores completas.

En un contexto definido por la expresion genética de los diferentes
morfotipos en la poblacién, resulta llamativo el que estos sistemas de se-
xualidad no sean inamovibles, y que puedan diferir segin el estado de la
planta y de las poblaciones, e incluso del ambiente. Aproximadamente, el
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11 % de las angiospermas son estrictamente dioicas o monoicas. En tanto,
el 7 % tiene formas intermedias ginomonoicas o andromonoicas. Adems,
estas son hermafroditas en su gran mayoria.

El sistema hermafrodita da lugar a un alto potencial para la endogamia, la
cual es restringida por diversos mecanismos que promueven el cruzamiento
genético o xenogamia. Dichos mecanismos van desde la separacion espacial
o temporal de las funciones masculinas y femeninas —lo cual se refleja en
combinaciones de dicogamia y hercogamia—, asi como diversos tipos de
poliformismo floral, hasta la evolucién de sistemas de incompatibilidad
genética. Por su parte, numerosos estudios en ecologia de la polinizacion
han mostrado el efecto de los polinizadores en el mantenimiento de los
sistemas reproductivos, los patrones de apareamiento, el flujo genético, y
la seleccién sexual.

Cabe sefialar que el sistema reproductivo de las plantas y el nivel de
cruzamiento genético en una poblacién se puede evaluar con métodos
directos, usando marcadores genéticos (aloenzimas), o bien con métodos
indirectos, tales como el andlisis morfolégico o la razén polen/évulos (P/O)
(por ejemplo, ver la practica 8.1 de esta guia). Por otra parte, el sistema de
compatibilidad genética puede cuantificarse mediante la aplicacion de di-
versos tratamientos de polinizacién (por ejemplo, ver la préctica 3.2 de esta
guia), a la vez que se evalia la respuesta en formacion de fruto y semilla.
De tal modo, para conocer el sistema sexual de una especie, inicialmente
es necesario explorar la literatura con informacién sobre esta, u otras es-
pecies filogenéticamente cercanas. Asimismo, se puede evaluar de manera
empirica, muestreando al azar la distribucién y el tipo de flores que llevan
los individuos en una poblacién.

Sistemas de incompatibilidad geneética

Este es un sistema de control genético, el cual evita la fecundacién de las
ovocélulas con gametos masculinos producidos en la misma planta. En ese
sentido, el mecanismo rechaza el polen propio, bien sea en el estigma o
en el estilo; de tal modo, evita que los tubos polinicos crezcan. A su vez,
menos comuinmente, el rechazo ocurre a nivel de ovario. Con ello, se han
reconocido dos sistemas de autoincompatibilidad genética: el gametofitico
y el esporofitico.
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Sistema de autoincompatibilidad gametofitico

Se caracteriza por que el o los alelos incompatibles son llevados por el
gametofito masculino (haploide). De tal modo, dicho o dichos alelos de-
terminan la compatibilidad con el pistilo. En ese sentido, las plantas que
tienen dicho sistema de incompatibilidad genética presentan un conjunto de
caracteristicas las cuales usualmente van juntas, contribuyendo con eso a su
identificacion. Estas caracteristicas son 1) un sistema de un locus polialélico
en la mayoria de los casos, aunque hay excepciones; 2) un estigma himedo
y con exudado usualmente abundante; g) un estigma sin una pelicula de
proteina; 4) el polen que se libera de la antera en estado bicelular, y 5) una
morfologia floral homomérfica en la poblacién.

Sistema de autoincompatibilidad
esporofitico homomorfico

En este sistema, la reaccién de incompatibilidad es determinada por el
genotipo parental productor del esporofito (2n) del polen. Asimismo, en
dicho sistema, el estigma reconoce la proteina de la capa externa del grano
del polen (espora), la cual se deriva de receptores estigmadticos cuya expre-
sién genética es igualmente determinada por el genotipo del esporofito. A
diferencia del sistema gametofitico, la reaccién fisiolégica no atenta contra
el tubo polinico (gametofito), sino contra una composicién genética similar
a la del esporofito. Por tanto, la reaccién de incompatibilidad ocurre en el
estigma, donde generalmente el polen no alcanza a germinar; y, en caso de
que el polen empiece a germinar, los tubos no crecen mas alld del estigma.
Por su parte, las plantas que tienen este sistema de incompatibilidad, pre-
sentan ciertas caracteristicas que pueden ayudar a identificarlas: 1) el polen
es rechazado a nivel del estigma; 2) hay un estigma seco, o que presenta
poco exudado; g) se presenta un estigma con una pelicula de proteina; 4) el
polen es liberado de la antera en la fase tricelular. Este sistema es conocido
para las familias Asteraceae, Brassicaceae, Betulaceae y Caryophillaceae,
cuyo mapa genético estd determinado por un locus y un sistema polialélico
con morfologia floral homomérfica.
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Sistema de autoincompatibilidad
esporofitico heteromorfico

En tanto, el sistema de autoincompatibilidad genética , del tipo esporofitico
heteromériico, es conocido en especies que presentan polimorfismo floral,
en el cual la reaccién ocurre a nivel de la flor (incompatibilidad intrafloral),
asi como entre flores diferentes. De tal modo, se caracteriza por presentar
1) un sistema genético de un locus con dos alelos y dominancia, 2) flores
polimériicas o dimédrficas, ) heteromorfia floral, y 4) dimorfismo sexual
secundario evidenciado en la forma de las anteras, los granos de polen,
los estilos y las papilas estigmaticas. Cabe sefialar que aparentemente estas
caracteristicas estdn controladas por tres genes enlazados.
En tanto, los principales polimorfismos florales asociados con este tipo
de autoincompatibilidad genética son:
Distilia: en este polimorfismo, hay dos formas florales. Por una
parte, la longistilica presenta estilo largo y anteras cortas; y, por
otra, hay una forma brevistilica de estilo corto y anteras largas.
En ese sentido, el sistema de incompatibilidad se da entre formas
del mismo tipo. Por su lado, algunos estudios han mostrado un
pequefio porcentaje de compatibilidad homomédrfica en especies
de Palicourea (Rubiaceae). Ejemplos de algunas familias que tienen
dicho sistema son Primulaceae, Menyanthaceae, Boraginaceae y
Oleaceae. Hay ademas otros sistemas de distilia que son cripticos,
pues, a simple vista, parecen formas homomodrficas; sin embargo,
tras un andlisis detallado, se observa que los estigmas y los granos
de polen son diferentes entre los morfos. En ese sentido, ejemplos
en Plumbaginaceae son Armeria maritima y Limoniun sp.
Tristilia: en este tipo de incompatibilidad heteromdrfica, hay tres
tipos florales con estilos largo, medio y corto. Cada una tiene es-
tambres cortos, medios y largos, en forma complementaria. Este
sistema es conocido en algunas familias de plantas, como por ejem-
plo Oxalidaceae, Lythraceae, Pontederiaceae y Amaryllidiaceae.
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Practica 3.1. Evaluacion de los sistemas
reproductivos en angiospermas
mediante la experimentacion con
tratamientos de polinizacion

Introduccion

Desde la perspectiva evolutiva, la interaccion existente entre la planta y el
polinizador se basa en la ganancia de aptitud biologica derivada por las dos
partes. En ese sentido, para el organismo sésil (la planta) y el vector biol6-
gico de polen (el polinizador), cuando ambos interactian en una funcién
biolégica (i.e., forrajeo, alimentacién, reproduccién sexual) y ecolégica
(polinizacion), dicha ganancia es mayor que el desemperio logrado por el organis-
mo en ausencia de la otra parte. Tal mutualismo conduce a la especializacion
evolutiva y ecolégica reciproca; por consiguiente, desde la perspectiva de
la conservacién, la pérdida de uno de los componentes, su deterioro, o la
disminucién de sus poblaciones, anticipa consecuencias negativas en el otro
componente, y en la funcién ecolégica de la polinizacién. De tal modo, los
polinizadores contribuyen y son elementos centrales para el sostenimiento
de los bancos de semillas de angiospermas, y la diversidad genética, que es
fundamental para la regeneracién de las capas de vegetacion de la mayor
parte de los ecosistemas continentales. Estos afectan positivamente la pro-
duccién de alimentos cultivados en los agroecosistemas.

Por otra parte, el aseguramiento reproductivo de las angiospermas permite
que muchas especies formen fruto y semilla por reproduccion autégama,
lo cual plantea la necesidad de conocer el grado de dependencia que las
especies de plantas con flores tienen de los polinizadores. En efecto, esta
informacién es relevante para el manejo de cultivos y la conservacién de
abejas, asi como de otros polinizadores. Con tal motivacién, esta prdctica
se orienta hacia la ensefianza y el aprendizaje de una metodologia idénea
para evaluar el efecto que los diferentes sistemas de polinizacién tienen en la
formacion de frutos, asi como para cuantificar el grado de dependencia que
la planta estudiada tiene del polinizador para llevar a cabo la reproduccion
sexual. Dicho conocimiento tiene una aplicacion general para la comprension
del servicio ecosistémico de la polinizacién, y una especifica, en el marco del
conocimiento de la especie de planta y el ecosistema en el cual es estudiada.
En consecuencia, tiene una aplicacién directa en la implementacién de las
politicas de seguridad alimentaria.



66 <+ Biologia de la polinizacion

Objetivo

Se plantea el propdésito de conocer el sistema reproductivo de la planta en
estudio.

Hipotesis

Se plantea la hipétesis de que no hay diferencias en la produccién de frutos
entre los diferentes tratamientos de polinizacién.

Materiales y equipos

Bolsas de exclusién de polinizadores
Cinta plastica de colores
Marcadores indelebles

Pinzas finas

Palillos y pinceles finos

Tubos Eppendorf o caja de Petri
Lupa

Si se va a evaluar el sistema mediante el crecimiento de tubos polinicos
(ver anexo 3.2), se debe contar adicionalmente con lo siguiente:
Un microscopio de epifluorescencia
Fijador raa
Anilina azul
Hidroéxido de sodio (NaOH)
Cajas de Petri o tubos con tapa
Bano de Maria

Procedimiento

El objetivo de esta prdctica es aprender técnicas que permitan conocer el
sistema reproductivo de la especie de planta en estudio. En particular, con
la aplicacién de diferentes tratamientos de polinizacién, y con base en los
resultados, se busca saber si la planta es capaz de ejecutar la autopoliniza-
cion espontdnea, o si requiere de la facilitacién de un vector de polen. Este
protocolo también permite descartar o reconocer procesos de produccién
de fruto por partenocarpia. En concordancia, siguiendo a Kearns y Inouye
(1998), se utilizan tratamientos de polinizacién.
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Como observaciones generales a tener en cuenta en este experimento,
cabe sefalar lo siguiente:

Antes de realizar los tratamientos de polinizacién, es indispensable
contar con el estudio de la fenologia floral de la especie, con el fin
de conocer los periodos de longevidad floral, recepcion estigmatica
y donacién del polen viable. De poder referir un estudio inde-
pendiente previamente publicado, cabe anotar que este facilitard
el reconocimiento de los fenotipos y las fases florales de recepti-
vidad del estigma y la donacién de polen, asi como el tamario del
botén floral que debe considerarse en el estudio. Si no se cuenta
con tal estudio, este debe ser ejecutado antes de proceder a eva-
luar el sistema reproductivo de la especie de planta, tal como se
expuso en las prdcticas previas 2.1y 2.2,y en el procedimiento
basico implementado para la determinacién de fenologia floral,
que consta en el anexo I.

Se utilizan pinceles limpios, de buena calidad y de tamafios apro-
piados para la planta en estudio. Asimismo, los palillos son una
excelente opcién para ejecutar la polinizacién manual, siempre y
cuando se tenga cuidado de no romper o dafiar tejidos estigma-
ticos con la punta de dichos instrumentos.

Para realizar la anterotomia (remocion de anteras) en los trata-
mientos que lo requieran, se hace uso de pinzas muy finas y de
buena calidad.

A su vez, en varios de los tratamientos realizados, es necesario
el aislamiento de las flores, para prevenir la entrada de visitantes
florales; por consiguiente, debe utilizarse la bolsa mds apropiada
para la planta en estudio.

Si se debe realizar este estudio en época de lluvias, es necesario
revisar permanentemente el estado de humedad dentro de la
bolsa, puesto que un exceso de humedad afectara el desarrollo
floral, y, por tanto, los resultados obtenidos.

Se aplican todos los tratamientos en la misma planta, con el
propésito de reducir la varianza ocasionada por diferencias entre
individuos. A continuacién, se procede a replicar el procedimien-
to de acuerdo con el tamafio de muestra escogido, teniendo en
cuenta que se debe reproducir el proceso en plantas individuales
diferentes (genets), no clones (ramets), lo cual no siempre es obvio
en las plantas. Con relacién al tamafio de muestra, debe tenerse en
cuenta que hay especies con poblaciones de tamarfio reducido. En
consecuencia, dependiendo del estatus de conservacion (en peligro
o vulnerable a la extincion), se deben anteponer precauciones para
la manipulaciéon floral, debido al riesgo de afectar la reproduccion
de los pocos individuos de la especie presentes en una poblaciéon.
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De acuerdo con ese contexto, cinco flores por planta corresponden
generalmente a un buen nimero. Ademds, es importante tener en
cuenta que la posicién de las flores dentro de una inflorescencia
(apical, basal) puede afectar el resultado reproductivo; por ello,
es recomendable asignar los tratamientos de polinizacién aleato-
riamente en las flores ubicadas en diferente posicién dentro de
la inflorescencia, para que el sefialado sea un factor al azar con
relacién al tratamiento aplicado. Asimismo, se debe verificar que
las flores a las cuales se les aplica el tratamiento sean del mismo
tipo, dado que los individuos (esporofitos) pueden tener diferentes
tipos de flores como se explicé anteriormente (ver secciéon g.2).
Cada flor utilizada en el experimento debe marcarse con hilos
facilmente visibles, y tener una etiqueta con el respectivo nimero
consecutivo para planta, rama, flor y tratamiento de polinizacién.
Se deben usar de igual modo etiquetas resistentes a la intemperie,
para escribir con ldpiz o marcador indeleble. También se reco-
mienda utilizar cinta pldstica fdcilmente visible, para definir la
inflorescencia/rama donde se encuentran los botones marcados
con hilos (se escribe el nimero de la planta y rama; por ejemplo,
la etiqueta A/1 corresponde a la planta A, rama 1). Lo anterior se
da con el fin de localizar facilmente las flores estudiadas dentro
de la planta, y también llevar un mejor control de la numeracion
consecutiva y el registro de los resultados (tabla g.1). En tanto, el
monitoreo de la flor es esencial para los tratamientos que requieren
polinizacién manual (autopolinizacién facilitada y xenogamia), ya
que esta debe ser ejecutada en el periodo de mayor receptividad
del estigma.

Es importante sefialar que la respuesta de los tratamientos de polinizacion

puede ser evaluada de varias formas. Bien @) cuantificando el nimero de
tubos polinicos que se desarrollan en el estilo, b) registrando la formacién
o no del fruto, ¢) cuantificando la calidad de los frutos formados, d) eva-
luando la viabilidad de las semillas, o ¢) midiendo la supervivencia de las
plantulas, aunque es importante sefialar que hay otros factores diferentes
a la polinizacion que pueden afectar la dltima variable. En esta practica, se
evaluardn las variables respuesta a y b para cada uno de los tratamientos de
polinizacién aplicados.

Tratamientos de polinizacion:

Autopolinizacion esponitdnea: se embolsan los botones florales que
hayan alcanzado un tamafio cercano a la antesis floral. No se debe
ejecutar tal procedimiento muchos dias antes, puesto que la bolsa
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de polinizacién puede modificar potencialmente el microclima
alrededor de la flor, y afectar su desarrollo. En este tratamiento,
no se hace polinizacién manual; inicamente, se busca evitar la
llegada de polinizadores que puedan facilitar la autopolinizacién
después de la antesis. Ademds, la bolsa de exclusién de poliniza-
dores se retira tan pronto como la flor se haya marchitado, o el
perianto se haya caido. Se debe monitorear cada dia el proceso,
y registrar si se forma o no fruto.

Autopolinizacion facilitada: en este caso, se deben embolsar las flo-
res en estado de botdn, igual que en el caso anterior. Una vez la
flor haya hecho antesis (apertura de la flor), y alcanzado el estado
de receptividad estigmatica, se debe ejecutar la polinizacién con
polen de la misma flor, y embolsar de nuevo el material. Se debe
mantener la flor embolsada hasta que el perianto se haya mar-
chitado. Monitorear cada dia, y registrar si se forma o no fruto.
Polinizacion cruzada: se deben embolsar las flores desde el estado
de botén previo a la apertura floral. Una vez la flor haya hecho
antesis floral (apertura floral), hay que esperar hasta que alcance
el estado de receptividad estigmatica. En ese punto, se debe po-
linizar con una mezcla de polen proveniente de al menos cuatro
individuos diferentes de flores en estado de donacion. (Los tubos
Eppendorf son ttiles para mezclar el polen de las plantas donan-
tes). A continuacion, se debe embolsar la flor de nuevo, y esperar
hasta que se marchite el perianto para retirar la bolsa. Ademads,
se debe monitorear cada dia, y registrar si se forma o no fruto.
Cabe anotar que, dependiendo del objetivo del estudio, y parti-
cularmente cuando se trate de cuantificar estrictamente el efecto
de otras plantas donantes de polen, el tratamiento descrito se
modifica levemente mediante la realizacion de una anterotomia,
con ayuda de una pinza fina. Asimismo, una vez la flor alcance el
estado de receptividad estigmadtica, se procede a hacer la polini-
zacion cruzada, como se indicé anteriormente.

Polinizacion natural: se marcan las flores desde el estado de bo-
tén floral, y se las deja expuestas a la visita de los polinizadores;
tratamiento que no requiere del uso de bolsas de exclusién de
polinizadores. Se deben monitorear las plantas cada dia, y regis-
trar si se forma o no fruto. De tal forma, el tratamiento descrito
indicard el efecto de los polinizadores en la produccién de frutos
y semillas. Asimismo, realizar observaciones sobre visitantes flo-
rales en la poblacién de plantas estudiadas, es importante para
la interpretacién y discusién de los resultados. Por ejemplo, se
alude con ello al tipo de visitante, la frecuencia de las visitas, y el
periodo diario de actividad.
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Partenocarpia: con el fin de descartar o registrar el fenémeno de
la partenocarpia, es importante tener una muestra adicional de
flores, a la que se le realice remocién de anteras, evitando cual-
quier tipo de polinizacién en ellas. Como en la mayoria de los
demds tratamientos, es necesario embolsar la flor en estado de
botén, una vez se ejecute la anterotomia, y mantener embolsada
la flor hasta que el perianto se marchite. Posteriormente, se debe
esperar a la formacion del fruto, o a que aquello no suceda.

Es importante anotar que, en caso de limitacién de recursos —por ejem-

plo, poca disponibilidad de plantas o flores, tiempo, u otros limitantes—, hay
dos tratamientos fundamentales para evaluar el efecto de los polinizadores.
Por una parte, el de polinizacién espontanea en flores encerradas en la bolsa
de exclusion de los polinizadores. Por otra, el de la polinizacién natural en
flores todo el tiempo expuestas, y disponibles a la visitacion por parte de
los polinizadores presentes en el sitio y la época de estudio.

Preparacion del informe

Se pueden graficar y analizar los datos de la siguiente forma:

Considerando que la variable respuesta es binaria (formacion o
no formacion de fruto), se elabora una tabla de contingencia 5 x 2
(cinco tratamientos por dos respuestas). En el proceso, se indica
ademds para cada tratamiento el nimero de flores que formaron
y no formaron frutos. Acto seguido, se utiliza una prueba exacta
de Fisher para verificar si la formacién de frutos difiere entre tra-
tamientos; examen que es seguido por una prueba post hoc, cuyo
objetivo es identificar tratamientos que no se diferencian entre si.
Los andlisis pueden ser realizadas en “R” con las funciones “fisher.
test” (del paquete “stats”) y “pairwise_fisher_test” (del paquete
“rstatix”). Posteriormente, a partir de la tabla de contingencia,
se elabora un grafico de mosaico (funcion “mosaicplot”, paquete
“graphics”), para mostrar la proporcién registrada para respuesta
y tratamiento. Asimismo, se describen los resultados encontrados,
con los respectivos desenlaces de las pruebas estadisticas.

Se calcula el grado de dependencia de la polinizacién por animales
(DP) de la planta estudiada. Este se define como la reduccion de
frutos en ausencia de polinizadores: 1-(EX/PA) x 100 %, don-
de EX = formacion de frutos en flores excluidas de los polinizadores
y PA = formacion de frutos en flores dejadas expuestas a polinizadores
(Klein et al., 2007; ver ejemplo en Glinos et al., 2019). En ese
marco, la DP puede variar gradualmente, desde ausente —para
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aquellas plantas que tienen una alta capacidad de autopolinizacion,
y/0 pueden producir frutos sin polinizadores— (> 0 % a < 10 %),
modesta (10 % a< 40 %) y alta (40 % a < 9o %), hasta esencial (9o %
a 100 %). De tal modo, se debe organizar el trabajo escrito para
que la discusién tenga en cuenta las implicaciones que tienen los
resultados obtenidos con relacién al manejo y la conservacién
de la especie de planta estudiada. En ese sentido, las preguntas a
trabajar son dos. 1) éSerian las conclusiones las mismas si el estudio hu-
biese sido desarrollado en diferentes regiones? 2) iSerian las conclusiones
las mismas si se tratara de una especie de planta cultivada? Se procede
entonces a hacer la explicacién. En ese marco, se mencionan las
posibles fuentes de error. Se debe incluir la revisién bibliografica
pertinente para la discusion.

Tabla 3.1. Formato para registro de tratamientos de polinizacion y evaluacion de
formacion de frutos

Rama / Flor Trata- Fechay Trata- Fechay Forma-
Inflores- (color) miento hora miento hora cion de

cencia asignado aplicado fruto
(si / no)

Fuente: elaboracion propia
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Practica 3.2. Relacion polen/
ovulo en plantas

Introduccion

La relacion que hay entre el nimero de granos de polen (P) y el nimero de
6vulos (O) de las flores, medida con la razén P/O, ha sido utilizada como
un indice para predecir el sistema reproductivo de las plantas con flores.
Dicha aproximacién se fundamenta en que la cuantificacion de gametofitos
femeninos y gametofitos masculinos de la flor, refleja la probabilidad de
que un nimero suficiente de granos de polen alcance el estigma receptivo
para fecundar y producir la maxima cantidad de semillas por reproduccién
sexual (Cruden, 1977). Con base en el estimativo P/O, se han elaborado
patrones de tendencias entre dicho indice y los sistemas reproductivos de
las angiospermas. Como resultado, se ha indicado que las especies xenéga-
mas tienden a tener valores P/O mds altos que las especies autégamas. No
obstante, una de las excepciones a dicha generalizacién se ha encontrado
en especies cuyo polen se dispersa en poliadas o polinias, como las plantas
de las familias Asclepiadaceae, Orchidaceae y Mimosoideae (Fabaceae). En
tanto, la relacién P/O se ha explicado también con base en la eficiencia en
la polinizacién: las plantas que se autopolinizan necesitan menor cantidad
de polen para una polinizacién eficiente que las plantas que requieren de
polinizadores, o que son polinizadas por el viento. Para hacer inferencias en
torno al sistema reproductivo con base en la relacién P/O, Cruden propuso
en 1977 la clasificacion expuesta en la tabla g.1.

Tabla 3.2. Clasificacion para inferir el sistema reproductivo con base en la relacion
P/O

Relacion P/0 Sistema reproductivo

4,7 £ 0,7 Cleistogamia
27,7 £ 3,1 Autogamia obligada
168,5 £ 22,1 Autogamia facultativa
796 * 7,7 Xenogamia facultativa
5859,2 * 936,5 Xenogamia

Fuente: Cruden (1977)
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Objetivo

Se propone predecir el sistema reproductivo de las plantas por medio de la
razon entre el nimero de granos de polen y el nimero de 6vulos.

Materiales y equipos

Agua

Agujas de diseccion

Bano de Maria

Caja de Petri

Estereomicroscopio

Hidréxido de sodio NaOH (8M) (320 g en 1 L. de agua destilada)
Ldminas cubreobjetos

Laminas portaobjetos

Marcador permanente de punta fina
Microscopio 6ptico

Papel cuadriculado

Pinzas

Pipeta Pasteur

Tubos de microcentrifuga o viales (Eppendorf)

Procedimiento

En primer lugar, se deben recolectar quince botones florales de la especie
seleccionada.
A continuacién, se estima la cantidad de polen por botén:

En cada botén floral, se cuenta el niimero de anteras, y se retira
una para estimar la cantidad de polen presente en esta (ver los
métodos a continuacion).
Una vez calculado el nimero de granos por antera, se multiplica el
valor obtenido por el nimero de anteras, para calcular la cantidad
de granos de polen por flor. Si el polen se libera de modo diferente
a unidades agrepacionales (por ejemplo, monadas diadas, tétradas,
poliadas), se debe multiplicar la cantidad de unidades cuantificadas
por la respectiva unidad de dispersién (dos, cuatro, etc.).
Para estimar la cantidad de polen por antera, se sitda la antera
en un tubo de microcentrifuga con 500 pl de NaOH, y se lleva
a bano de Maria por 10 minutos. Con ayuda de una aguja, se
macera la antera, para asegurarse de que el polen salga.



74 - Biologia de la polinizacion

Se situa el contenido total del tubo en varias ldminas portaobje-
tos, para hacer el conteo de la cantidad total de polen por antera.
Con el objetivo de facilitar el conteo, se puede poner debajo de
la Idamina otra lamina con una rejilla —la cual puede ser dibujada
con marcador permanente fino cada 2 mm—, y contar el polen
por cuadrantes. El conteo se hace en microscopio 6ptico a 10X.

Cabe anotar que, para algunas especies, la cantidad de polen puede ser tan
grande que no se pueden diferenciar claramente los granos de polen individuales
en un campo visual; en consecuencia, el conteo puede resultar muy dificil. Por
tanto, se puede hacer una estimacién por volumen. Si se utiliza dicha metodolo-
gia, se hacen 5 montajes de 20 pl, y se cuenta el nimero de granos de polen en
cada uno. Posteriormente, se calcula el promedio de polen en 20 pl, y el valor
obtenido se utiliza para extrapolar la cantidad de polen en 500 pl. Asimismo,
antes de cada montaje, se mezcla el contenido del tubo con ayuda de una aguja.

Acto seguido, se estima la cantidad de 6vulos por botén. De tal modo, al
mismo botén de donde se extrajo la antera, se le cuenta también el nimero
de 6vulos, implementando alguno de los siguientes métodos:

En lo que respecta al conteo por medio de una diseccién directa del
ovario bajo estereomicroscopio, se cuentan uno a uno los évulos.
Si el ovario presenta varios l6culos, el conteo se puede facilitar
con el método de enumerar los évulos por l6culo, y luego mul-
tiplicar el resultado por la cantidad total de I6culos en el ovario.
Si el ovario presenta numerosos y/o pequeios évulos, se sitda el
ovario en un tubo de microcentrifuga, con 1,5 mL de NaOH, a
bafio de Maria por 10 minutos. Después, se dispone el ovario en
una ldmina portaobjetos, y se lo aplasta suavemente con una ldmina
cubreobjetos. A continuacion, los conteos de évulos se realizan
en microscopio éptico, utilizando un bajo aumento (4 X o 10X).
Si el ovario presenta numerosos évulos de fdcil conteo, se puede
utilizar el estereomicroscopio. En tal caso, se sitia el ovario en
una caja de Petri, y con una aguja, se remueven los évulos, para
agregar luego agua gradualmente. De tal modo, estos se separan,
y quedan esparcidos en la caja. Después, se remueve el exceso de
agua cuidadosamente, con ayuda de una pipeta Pasteur, para que
no se desplace el material en estudio. Finalmente, se sitia una
cuadricula debajo de la caja de Petri, para guiarse con el conteo.

Posteriormente, se calcula la relacién polen/évulo (P/O) por botén floral,
y la relacién polen/évulo (P/O) de la especie estudiada. En ese sentido, se
utiliza el promedio y la desviacién estandar de los valores (P/O) obtenidos
de los 15 botones. Se debe implementar el formato presentado en la tabla
3.8 para el registro de los datos.
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Tabla 3.3. Toma de datos y calculo del promedio y la desviacion estandar para
estimar la relacion polen/ovulo

Cantidad de Nimero de  Cantidad de  Cantidad de P/O
polen por anteras por polen por ovulos por

antera boton flor flor (0)
(a) (b) (P=axb)

15

Promedio

Desviacion
estandar

Fuente: elaboracién propia

Preparacion del informe

Por ultimo, se identifica el sistema reproductivo de la planta estudiada,
con base en los datos que se obtuvieron. Para ello, se utilizan las catego-
rias de la tabla g.2. A lo largo de la discusion, se comparan los resultados
con otros datos publicados previamente para la especie, el género y/o la
familia estudiada. Asimismo, se analiza si el sistema reproductivo sugeri-
do por la relacién P/O concuerda con la historia de vida y hdbitat natural
de la especie, al igual que con lo registrado para la especie en estudios de
biologia reproductiva. Ademds, se construye una tabla con la tipologia de
los sistemas sexuales de las plantas, utilizando el criterio del tipo de flores
(unisexuales o bisexuales) que llevan los individuos de la especie estudiada.
A modo de conclusién, se elabora un corto ensayo sobre la sexualidad de
las angiospermas, cuidando de presentar la bibliografia pertinente.
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Introduccion

El concepto de sindrome de polinizacion hace referencia al conjunto de carac-
teristicas de una flor con relacién al vector del polen. Dichos rasgos florales,
estructurales y funcionales se diferencian en un espacio fenotipico, y han
surgido en las angiospermas a lo largo de su evolucién, en numerosos ta-
xones —familias, géneros—, independientemente. LLa mencionada conver-
gencia evolutiva de los sindromes de polinizacién, ha sido considerada una
respuesta adaptativa de las angiospermas en la que determinadas estrategias
florales especializadas optimizan los procesos de donacién y recepcién de
polen entre flores de individuos conespecificos, mediante la actuacién de
vectores de polen particulares. De tal modo, los sindromes florales hacen
parte del proceso mds incluyente de adaptacion de las plantas con flores a
la vida sésil y terrestre; estrategia evolutiva que, en algun grado, dirige la
polinizacion y los apareamientos. Especificamente en la polinizacién bié-
tica, las tipologias florales que maximizan la atraccién de ciertos grupos de
visitantes a las flores, al igual que los rasgos funcionales de los vectores de
polen que les permiten optimizar su desempefio en la visita floral y en la
eficiencia en la polinizacién, han sido explicados por coevolucion reciproca.

En ese escenario, la idea de los sindromes de polinizacién como paradigma
de relaciones interdependientes altamente especificas se fortalecié ain mas con
el descubrimiento, la descripcion y la investigacion realizados en sistemas de
polinizacién altamente especializados. Tales son los casos que suceden entre
orquideas y abejas, yucas y polillas, e higos y avispas. En contraste con esa
perspectiva, estudios empiricos de la interaccion entre planta y polinizador
evidenciaron interacciones ecolégicas generalistas, tanto de las flores visitadas
por diversos tipos de polinizadores, como de polinizadores visitantes de di-
versos tipos de plantas; patrones de redes de interacciones ecolégicas que han
supuesto cuestionamientos y debates en torno al concepto de los sindromes:
particularmente, de la comprensién de la relacién especializada 1:1 entre una
especie de planta y una especie de polinizador (Faegri y van der Pijl, 1979;
Waser et al., 1996; Ollerton et al., 2015). Lo descrito ha ampliado asi la visién
del mutualismo que hay entre planta y polinizador, a la vez que se considera
el efecto que las contingencias ecolégicas tienen en los patrones emergentes a
nivel espacial y temporal de la interaccién entre ambas partes (Bronstein, 1995).

Asimismo, se ha evidenciado que otros factores tienen un papel impor-
tante en la especializacién o no especializacion de la interaccién. Estos son
el comportamiento generalista de los forrajeadores con dietas amplias, y el
proceso cognoscitivo que media la conducta de seleccion de alimento, al igual
que la resiliencia adaptativa de las plantas con flores, de modo que estos son
organismos capaces de utilizar diversos vectores para el transporte del polen
(Waser et al., 1996; Chittka y Thompson, 2001), mediante la estrategia de
evolucionar flores de naturaleza generalista (Frame y Gottsberger, 2007).
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Por otra parte, nuevos estudios empiricos demuestran que, al tener en cuenta
la efectividad de los polinizadores y su clasificacién en grupos funcionales, gre-
mios de especies se comportan de manera similar en una flor, y ejercen presio-
nes de seleccién similares (Fenster et al., 2004 ). En ese contexto, se observan
patrones de evolucion convergente que apoyan la presion de seleccién ejercida
por grupos faunisticos especializados, que acttian como los polinizadores mads
efectivos (sensu Stebbins, 1970; Freitas, 2013; Rosas-Guerrero et al., 2014).

Breve historia y discusion sobre
los sindromes de polinizacion

Desde Charles Darwin (1862), se ha considerado la seleccién mediada por
los polinizadores como una fuerza selectiva importante en los procesos de
diversificacion de las plantas con flores. En ese marco, la premisa de que
ciertos grupos de animales tienen fuertes asociaciones con algunas clases
particulares de flores fue planteada inicialmente por Federico Delpino
(1868-1875), quien acuiié varios de los nombres utilizados actualmente en
la literatura de los sindromes florales. Dichos nombres fueron utilizados
por €l en su momento para referirse a las clases de flores mencionadas.

Hacia 1910, Paul Knut codificé por su parte los sindromes de poliniza-
cién, que luego fueron refinados y ampliados por Stefan Vogel, en un ensayo
publicado en 1954. Vogel sugirié que, al reconocerse ciertos patrones, los
cuales €l llamé estilos, se puede predecir cudles visitantes florales pueden ser
los polinizadores legitimos. En consecuencia, las formas florales sugieren
relaciones arménicas con animales particulares. Sin embargo, Vogel sugie-
re en su obra que tales sindromes deben ser contemplados esencialmente
como hipdtesis de trabajo cuya evaluacion se da en el campo. A pesar de
esta aclaracion, durante las dos décadas posteriores a la publicacion de Vogel
(1954), los sindromes de polinizacién fueron tomados como estereotipos de
relaciones 1:1 entre especies de plantas y polinizadores. De tal modo, para
el momento en que el libro cldsico de Faegriy van der Pijl The Principles of
Pollination Ecology fue publicado en 1979, los sindromes de polinizacién ya
habian sido establecidos como el paradigma principal de funcionamiento
de las interacciones entre las flores y sus polinizadores.

De tal forma, los biélogos evolutivos consideraban que la especializacién
extrema en sistemas de polinizacién, era el resultado de la seleccion reciproca;
marco en el que la generalizacién era una rareza. Sin embargo, la revision
de estudios ecolégicos previos, asi como la ejecucién de otros con nuevos
analisis y enfoques, evidenciaron que la interaccion entre planta y polinizador
anivel de comunidad es generalista, tanto en el comportamiento de forrajeo
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de los polinizadores y sus dietas amplias, como de las plantas capaces de
utilizar diversos vectores para el transporte del polen; en consecuencia, tales
observaciones indican que la generalizacién en los sistemas de polinizacién
puede ser un resultado evolutivo tan importante como la especializacion
(Waser et al., 1996; Waser, 2006; Frame y Gottsberger, 2007).

En tanto, uno de los estudios empiricos que evalué los sindromes de
polinizacién en varias comunidades alrededor del mundo, evidencié que
los datos de tipos de visitantes florales a tipos de flores, apoyaban el con-
cepto de sindromes en solo el 3o % de las especies (Ollerton et al., 2009).
Sin embargo, dado que no todos los visitantes florales son polinizadores,
se observa que, en ausencia de evaluacién de la efectividad de los visitantes
florales —que corresponde a la contribucién real del visitante floral a la
polinizacién—, la generalizacién puede estar siendo sobreestimada (Fenster
et al., 2004; Rosas-Guerrero et al., 2014).

Por su parte, Rosas-Guerrero y sus colaboradores presentaron en 2014
una revision de las interacciones existentes entre planta y polinizador, en-
focdndose en los pardmetros de eficiencia de los polinizadores, el sistema
reproductivo de la planta, y la localizacion geogrifica. Sus hallazgos le dieron
apoyo al concepto de sindrome floral en el 75 % de los casos, lo cual indica
que la evolucién floral convergente es una respuesta de adaptacién al gru-
po funcional de polinizadores mads efectivos. Los investigadores también
observaron que el sistema reproductivo ejerce una influencia importante,
en un contexto en el que los polinizadores predichos por el sindrome fue-
ron mds efectivos en plantas dioicas, monoicas y autoincompatibles. En tal
marco, la seleccion de caracteristicas florales puede ser mas fuerte en esos
grupos de especies que requieren la polinizacién cruzada. Por otro lado,
en las especies hermafroditas y autocompatibles, la autogamia puede com-
pensar la reproduccién en ausencia de polinizadores, y se puede esperar
una selecciéon mds atenuada de los polinizadores sobre las caracteristicas
florales. Ademads, con relacion a la localizacion geogrifica, los sindromes
de polinizacion de las especies tropicales se ajustaron mads al concepto de
especializacion que las especies de otras regiones. Asimismo, otro resultado
importante fue el hallazgo de una asociacién entre los grupos funcionales
de polinizadores primarios, que son los mds eficientes, y los polinizadores se-
cundarios, los cuales corresponden a los menos eficientes. En ese contexto,
los secundarios conciernen a los polinizadores ancestrales de las plantas;
por ejemplo, transiciones en las cuales linajes de plantas ancestralmente
polinizadas por abejas pasaron a ser polinizadas por polillas, o polinizadas
por abejas que pasaron a ser polinizadas por aves, y de polinizacién por
aves que pasé a polinizacién por murciélagos.

A su vez, en respuesta al estudio de Rosas-Guerrero et al. (2014), Oller-
ton y sus colaboradores publicaron en 2015 una serie de recomendaciones
metodoldgicas, e hicieron una evaluacion critica a la técnica empleada, la
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cual se basé principalmente en las restricciones del abordaje estadistico en
estudios de metaandlisis, asi como con relacién a algunos aspectos de la bio-
logia de la polinizacién y la evaluacion de la efectividad de los polinizadores.
Los autores concluyeron que los resultados de los dos estudios cuantitativos
que hay hasta el momento (Ollerton et al., 2009; Rosas-Guerrero et al.,
2014) no son incompatibles; por el contrario, fueron evaluados mediante
métodos diferentes, con una aplicacién del concepto de los sindromes tra-
dicionales, en un rango ubicado entre el 3o % y el 75 % de las angiospermas.
En ese sentido, los hallazgos descritos incentivan la ejecucién de nuevos
estudios que incorporan las recomendaciones dadas por los autores, como
por ejemplo tratar las caracteristicas de las flores de forma cuantitativa y
no categérica. De tal modo, aquello se organizaria teniendo en cuenta las
capacidades sensoriales de los diferentes grupos taxonémicos de poliniza-
dores, y el uso cuidadoso de la informacién en los estudios ya publicados.

Sin embargo, la tendencia humana a dicotomizar o categorizar los hechos,
ha conducido a planteamientos con los cuales se asume por ejemplo que los
sindromes de polinizacién no tienen fundamento o, por el contrario, son uni-
versalmente vdlidos (Waser 2006; Ollerton et al., 2015). Por el contrario, en
la naturaleza hay realmente una gran diversidad; e, inclusive, gradientes en
muiltiples aspectos. De tal modo, tanto la especializacién como la generali-
zacion son fuerzas evolutivas importantes para diferentes grupos de plantas
y de polinizadores. En ese contexto, segin Armbruster y sus colaboradores
(2011), la discrepancia que hay entre el valor predictivo de los diferentes sin-
dromes de polinizacién y los polinizadores encontrados, puede obedecer a
fallas en una serie de aspectos. Asi pues, estas corresponden al método de la
prediccion; al estrés ambiental local o a polinizadores —poblaciones o espe-
cies— recientemente desaparecidos; a la mala adaptacién de las poblaciones,
debido a restricciones genéticas; a afectaciones al flujo de genes; a seleccion
conflictiva de los rasgos florales, o al cambio ambiental drdstico. En tal esce-
nario, al momento de abordar el andlisis, los autores evaluaron la inexactitud
adaptativa en los fenotipos florales de plantas (Dalechampia, Euphorbiaceae), y
examinaron el ajuste de estos a los picos adaptativos predichos por los sindro-
mes. Ademds, observaron que los rasgos florales morfolégicos de Dalecham-
pia bidentata estuvieron bien adaptados para la polinizacién realizada por los
principales polinizadores de estas plantas. Asimismo, resulta llamativo que las
predicciones derivadas del sindrome especifico (flor que oferta resina) fueran
exitosas al prever la identidad y el comportamiento de los polinizadores de las
especies de plantas congéneres, distribuidas incluso en diferentes continentes.

En sintesis, los estudios anteriormente descritos indican que el concepto
de sindrome floral continta siendo vital en los estudios y la comprensién de
la ecologia de la polinizacién. Consecuentemente, invitan a ejecutar estu-
dios experimentales que evalien predicciones explicitas a partir de linajes
de plantas con diferentes arquitecturas y sindromes florales.
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Sindromes de polinizacion

En la tabla 4.1, se presenta una descripcion breve de los sindromes flora-
les segtin Vogel (1954), van der Pijl (1961), Faegri y van der Pijl (1979), y
Proctor et al. (1996):

Figura 4. Ejemplos de flores con sindrome de polinizacion anemofila

A) Poaceae. B) Quercus humbolditii (Fagaceae). C) Alnus acuminata (Betulaceae). D) Zea
mays (Poaceae)

Fuente: rjc
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Figura 4.2. Sindromes de polinizacion biotica: invertebrados

A) Melitofilia: Digitalis purpurea (Plantaginaceae). B) Melitofilia (polinizacién por
zumbido): Tibouchina (Melastomataceae). C) Miofilia (Sapromiofilia): Aristolochia
(Aristolochiaceae). D) Cantarofilia: Tacarum ulei (Araceae). E) Psicofilia: Pentas
(Rubiaceae). F) Falenofilia: Cestrum (Solanaceae)

Fuente: rjc
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Figura 4.3. Sindromes de polinizacion bidtica: vertebrados

Ornitofilia: A) Centropogon (Campanulaceae). B) Passiflora (Passifloraceae). C) Macleania
rupestris (Ericaceae). Quiropterofilia: D) Trichanthera gigantea (Acanthaceae). E)
Pseudobombax marginatum (Malvaceae). F) Epiphyllum (Cactaceae)

Fuente: rjc

A continuacion, se presenta informacién relevante sobre los vectores de
polen para cada sindrome.
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Sindromes de polinizacion abiotica

Anemofilia

En este caso, se hace referencia a la polinizacién por viento, la cual se pre-
senta en cerca del 18 % de las familias de angiospermas. Se trata del segundo
sindrome que aparece en las angiospermas, después de la cantarofilia. Con
todo, muchas especies han mostrado ser polinizadas por el viento y por
animales simultdneamente, o en diferentes momentos de la misma esta-
cion. Aquello se denomina ambofilia, y puede corresponder a transiciones
evolutivas de las plantas polinizadas totalmente por el viento, las cuales se
mueven a la polinizacién biética, o en la direccion opuesta. Cabe senalar
que las especies alimenticias mds importantes para la alimentaciéon humana
—como arroz, maiz y avena— presentan sindrome de anemofilia.

Hidrofilia

Se alude en este caso a la polinizacién por medio del agua. Es un tipo de
polinizacién rara, o poco frecuente, presente en unas pocas especies de
pastos y plantas acudticas. Ocurre en solo 31 géneros de 11 familias, de las
cuales 9 son monocotiledéneas. Asimismo, las adaptaciones a la polinizacion
acudtica son diversas, y no hay un tnico sindrome de hidrofilia. Ademds,
la mayoria de las veces, la polinizacién se realiza en la superficie del agua
(epihidrofilia), como sucede en Vallisneria spiralis L., y en el género Elodea
(familia Hydrocharitaceae). Cabe sefialar que en muy pocos casos la poli-
nizacién se hace por debajo del agua (hipohidrofilia). De igual manera, en
estos casos en general, el polen tiene forma filiforme y exina reducida. En
tanto, el estigma tiende a incrementar la posibilidad de ser encontrado, lo
cual aumenta el drea efectiva del blanco, o altera su forma. Finalmente,
otra caracteristica de las especies con polinizacién hidréfila es que mads de
la mitad de ellas son dioicas.

Sindromes de polinizacion biotica: invertebrados

Melitofilia

Las abejas son un grupo animal derivado de las avispas, que ha dejado el
hdbito de aprovisionar el nido con insectos. En su lugar, las abejas utilizan
polen y néctar que recolectan de las flores para alimentar a las larvas. Por
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consiguiente, estas dependen completamente de las flores para completar
su ciclo de vida. Ademads de néctar y polen, algunas especies de abejas reco-
lectan aceites, resinas y volitiles florales. De tal modo, la estrecha relacién
de estas con las plantas hace de ellas asiduas visitantes florales, y, por tanto,
polinizadoras confiables.

Una de las caracteristicas que distinguen a las abejas de los demas hi-
mendpteros (avispas y hormigas) es la presencia de pelos en el cuerpo, los
cuales permiten la fdcil adherencia y el transporte del polen, no solo para lo
que atafie a su aprovisionamiento, sino también a la polinizacién. Asimismo,
las abejas pueden presentar estructuras distintivas y especializadas para la
recoleccién de polen. Tal es el caso de la escopa, ubicada en el abdomen
por ejemplo en las abejas cortadoras de hojas (familia Megachilidae), o
en las patas, como sucede en las abejas carpinteras (género Xylocopa). En
tanto, algunas especies tienen abundantes pelos en las patas posteriores,
a los cuales se adhieren fdcilmente los granos de polen, y otras especies
tienen estructuras especializadas para llevar el polen, en los costados del
térax, como ocurre por ejemplo en las abejas del género Andrena. Otra
estructura especializada en el transporte de polen es la corbicula, que es
un armazon con forma de canasta, localizado en la tibia de las patas pos-
teriores. Dicha formacién estd presente en las abejas meliferas, abejorros,
abejas sin aguijon y abejas de las orquideas (familia Apidae). De igual
modo, cabe sefialar que algunas especies también utilizan la corbicula, o
presentan estructuras especializadas que les permiten recolectar esencias,
aceites florales y resinas.

Asimismo, las abejas tienen un aparato bucal de tipo lamedor masticador,
adaptado para recolectar néctar, y construir el nido. En dicho aparato, la
longitud de la lengua varia, yendo de ser mas pequefia que la cabeza, hasta
mads larga que la longitud del cuerpo. Lo anterior permite o restringe el
acceso a diferentes tipos de flores, por ejemplo, tubulares, o mads abiertas,
en forma de disco. Ademds, las abejas tienen una buena visién del color;
son capaces de ver casi en el mismo rango que los humanos, pero hacia
menores longitudes de onda. En consecuencia, las abejas pueden ver in-
cluso el ultravioleta, que es invisible para nosotros; pero no ven nuestro
rojo. Asimismo, estas cuentan con un desarrollado sentido del tiempo,
y grandes capacidades cognitivas. Cabe destacar ademds que una de las
mayores capacidades de la abeja melifera es la de poderles informar a los
miembros de la colonia la direccién, abundancia, distancia y naturaleza del
recurso. Esta es una habilidad con la que cuentan otras abejas sociales, como
las abejas sin aguijon; disposicién que se desenvuelve de diversos modos
en dicho grupo. Por udltimo, los érganos del olfato de las abejas llamados
sensilias placodeas, se ubican en la antena, en donde se mezclan con pelos
tactiles. De tal modo, las abejas son capaces de discriminar entre olores,
los cuales son importantes en la actividad de forrajeo de estos insectos.



90 - Biologia de la polinizacion

Miofilia

Las moscas son unos de los polinizadores invertebrados mds comunes, y
visitan miles de especies. En zonas templadas, son animales persistentes
a lo largo de las estaciones, y muchas plantas dependen de estos insectos
durante todo el afio. Asimismo, las moscas no alimentan a sus crias, y usual-
mente tienen cuerpos mds livianos que otros insectos; por consiguiente, no
necesitan mucho alimento, en proporcién a lo observado en otros grupos
de polinizadores. De igual forma, sus partes bucales son generalmente mas
cortas que las de las abejas; en consecuencia, polinizan flores abiertas de
corolas dialipétalas en forma de taza, o gamopétalas de tubos cortos. En
contraste, los ejemplares de un grupo menos numeroso de dipteros —por
ejemplo, en la familia Nemestrinidae— tienen una larga probéscide que les
permite ser polinizadores especializados de especies con flores gamopétalas
de tubos florales largos y delgados. En general, las moscas presentan ademas
una visiéon mds aguda que los coleépteros. Cabe destacar ademds que el or-
den de los Diptera muestra gran variacién. En ese sentido, es dificil definir
su sindrome. Ademds, algunas especies se comportan como escarabajos, y
polinizan flores similares a las del sindrome de cantarofilia, mientras que
otras se parecen mads a las avispas, y visitan flores muy distintas.

En el contexto de la diversidad de dipteros, la sapromiofilia es un tipo
especial de miofilia, en la cual las moscas son engafiadas por flores que
producen olores semejantes a los que producen los animales muertos. De
tal modo, las flores con este sindrome mimetizan la materia en descom-
posicion, tanto en apariencia visual como olfativa, y las moscas ovipositan
en ellas, al mismo tiempo que polinizan. Adicionalmente, muchas de estas
plantas tienen trampas similares a las que usan las plantas insectivoras para
retener a las moscas por mds tiempo.

Cantarofilia

Por su parte, el orden Coleoptera es uno de los mds antiguos. Fueron
unos de los primeros insectos en visitar las angiospermas primitivas, asi
que fungieron como polinizadores importantes de especies ancestrales
como las magnolias. Los escarabajos visitan las flores con frecuencia, y, en
ocasiones, viven en ellas. Ademds, se alimentan de los tejidos florales, del
polen y de los exudados de las flores. Sus partes bucales son paralelas al eje
del cuerpo, lo cual limita su habilidad para manipular fuentes de alimento,
especialmente aquellas localizadas en la profundidad de las corolas, y en
cambio les permiten comer polen, tejido floral, exudados, y néctar loca-
lizado superficialmente en la flor. Cabe sefialar ademds que son animales
relativamente grandes, con una demanda moderadamente alta de proteinas
y carbohidratos, y tienen una visién pobre en color, pero un fuerte sentido
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del olfato. Los coleépteros comen polen de plantas gimnospermas y an-
giospermas antiguas en el drbol evolutivo de las plantas con flores. Cabe
destacar que los escarabajos dindstidos son polinizadores muy importantes
en floras neotropicales.

Psicofilia

En tanto, las mariposas son creaturas diurnas y livianas. Estas se posan en
las flores, y no alimentan a su descendencia; por consiguiente, presentan
requerimientos energéticos relativamente bajos. Ademds, tienen probés-
cides largas, y cuentan con un gran sentido del olfato. Asimismo, poseen
buena visién del color, y pueden ver el rojo. Su sentido del gusto estd en
las patas. De ese modo, tanto las sefiales visuales como las olfativas de las
flores son relevantes en el sindrome floral, asi como el establecimiento de
las interacciones ecolégicas entre las mariposas y las plantas polinizadas
por este grupo de insectos.

Falenofilia (y esfingofilia)

A diferencia de las mariposas, la mayoria de las polillas son nocturnas o
crepusculares. Ademds, ejecutan el vuelo suspendido —es decir, no aterri-
zan—, recolectando el néctar mientras se sostienen en el aire. Asimismo,
las polillas son mds pesadas que las mariposas, y tienen altos requerimien-
tos energéticos. De igual modo, tienen una visién en color importante al
momento de volar en la noche, y buen sentido del olfato. Cabe sefialar que
los esfingidos presentan probéscides mds largas que las polillas Noctuidae.
Algunas veces, la esfingofilia se agrupa junto a la falenofilia.

Sindromes de polinizacion biotica: vertebrados

Ornitofilia

Las aves que polinizan se alimentan de néctar. En el Nuevo Mundo, el
grupo mads importante es el de los colibries (Trochilidae). Este sindrome
se extiende desde la punta sur de Suramérica hasta Alaska. Aunque no hay
flores polinizadas por aves en Europa ni en Asia, al norte del Himalaya,
si se cuenta con un buen registro del sindrome de ornitofilia en el Viejo
Mundo para plantas con flores visitadas por los Nectariinae, Meliphagidae,
Depranidae y Psittaccidae. Este sindrome puede registrarse en ecosiste-
mas localizados a mds de 4000 m, en Africa y Suramérica. Ademds, se
ha encontrado en 50 familias de aves, y hay un amplio rango de estas que
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muestran diferentes grados de adaptacion a una dieta floral. Es importante
destacar ademads que las aves tuvieron acceso a las flores ya adaptadas para
la polinizacién por otros animales; por consiguiente, hay grandes simili-
tudes entre las plantas psicéfilas y las ornitéfilas. De igual modo, las aves
son animales grandes, y sus requerimientos energéticos son altos, lo cual se
refleja en el tipo de azicares y su concentracion en el néctar. Estas tienen
buena visién de color, presentan picos fuertes y, en muchos casos, largos.
Hay asimismo diferentes estrategias de forrajeo, como la de los colibries
(Trochilidae) en América, que vuelan suspendidos frente o bajo las flores
(péndulas), y la de los sunbirds o pdjaros sol (Nectariinae) del paleotrépico,
que perchan mientras se alimentan.

Quiropterofilia

La polinizacién por mamiferos ha sido descrita particularmente en los
murciélagos o quirépteros en las Américas y las Antillas. Segun eso, los
principales consumidores de polen y néctar pertenecen a los Phyllostomidae
(suborden Microchiroptera), mientras que en Africa, Asia y Australia hacen
parte de los Pteropiodidae (suborden Megachiroptera). Aproximadamente,
una proporcién correspondiente a la cuarta parte de las especies de mur-
ciélagos usa las flores como fuente de alimento en algtin grado. Asimismo,
la mayor especializacién se da en la familia Phyllostomidae, subfamilia
Glossophaginae, con registros de especies que dependen totalmente de
las flores. Este sindrome es recurrente e importante principalmente en las
latitudes tropicales. Ademads, en los Andes llega a darse a los 3400 m de
altura. Asimismo, los murciélagos, animales grandes y pesados que a veces
se posan sobre las flores, no ven en colores; de tal modo, los colores y las
tonalidades son irrelevantes para la atraccion de estos a las flores. Con todo,
los murciélagos tienen un desarrollado sentido del olfato, y poseen lenguas
largas y delgadas, reflejaindose aquello en las caracteristicas de las flores que
exhiben el sindrome de quiropterofilia.

No obstante, se ha descrito la existencia de otros sindromes e interac-
ciones entre planta y polinizador. Son ejemplos de ello la vespofilia (poli-
nizacién por avispas), la mirmecofilia (polinizacién por hormigas), la terofilia
(polinizacién por mamiferos no voladores), y la polinizacién por insectos
que se crian en las flores. Tales son los casos de las avispas y los higos (Fi-
cus, Moraceae), y la yucca y las polillas de la yucca. Entre otros modelos
emblemiticos de especializacion entre flores y polinizadores, estos son ca-
sos mds especificos, y en ocasiones mds restringidos espacialmente. Estos
no hacen parte del objetivo introductorio de la presente guia, pero pueden
ser consultados en otras fuentes (e.g. Proctor et al., 1996; Faegri y van der

Pijl, 1979; Endress, 1994).
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Esencialmente, es fundamental destacar el valor predictivo de los sindro-
mes de polinizacién, y su importancia en la ecologia de la polinizacién. De tal
manera, al ser evaluadas tales caracteristicas en campo, para muchas especies
de plantas, el sindrome de polinizacién es confirmado asi (figura 4.4 A-B).
Sin embargo, también observamos que algunas plantas pueden tener visi-
tantes florales alternativos, los cuales también pueden desempefiarse como
vectores de polen (figura 4.4 C-E). Este conocimiento es relevante, puesto
que permite reconocer asi las necesidades especificas de la polinizacién para
la reproduccién de plantas silvestres y cultivadas (figura 4.4).

;Cuando un visitante floral
es un polinizador?

Como consideracién fundamental, para que un visitante floral sea polini-
zador, debe ser capaz de realizar la transferencia de polen desde las anteras
hasta el estigma de la misma flor, u otras, conespecificas (Ne’eman et al.,
2010; Freitas, 2013). Aunque desde el plano conceptual esa idea es simple,
la categorizacion de un visitante floral como polinizador no es sencilla en
muchos casos. Por ejemplo, un visitante floral frecuente no es necesaria-
mente un visitante legitimo, dado que durante la visita no entra en contacto
con los 6rganos reproductores de la flor (anteras y estigma) (figura 4.5). En
efecto, muchos animales visitan las flores y recolectan recursos; no obstan-
te, en realidad estdn robando néctar y/o polen, sin visitar legitimamente la
flor, y no promueven la transferencia especifica de granos de polen (Ma-
loof y Inouye, 2000; Irwin et al., 2010). Dichos visitantes son conocidos
como visitantes ilegitimos, y, a menudo, como saqueadores, oportunistas o
ladrones (Proctor et al., 1996; Irwin et al., 2010). Sin embargo, identificar
su presencia es importante, pues estos pueden contribuir indirectamente a
la transferencia de polen, ya que favorecen el que muchas mas flores sean
visitadas, al disminuir los recursos disponibles, o indirectamente, al facilitar
la autopolinizacién sin requerimiento de especializacién evolutiva (Maloof
y Inouye, 2000; Irwin et al., 2010). Ademds, ciertos insectos generalistas,
como algunas abejas que son consideradas por lo general ladronas de recur-
s0s, o pardsitos florales para sistemas especializados de polinizacion (ornitofilia),
pueden actuar como polinizadores (ver e.g. Kamke et al., 2011). Por tanto,
la clasificacion ecolégica funcional de los visitantes florales, bien sea como
ladrones o polinizadores, puede llegar a ser simplista, dado que algunos ladro-
nes pueden actuar como polinizadores, y los polinizadores a veces pueden
actuar como ladrones.
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En tanto, la capacidad de un polinizador para efectuar la transferencia
de polen desde el estambre hasta el estigma blanco (diana), define su efi-
cacia, la cual puede ser medida luego de varias, o una sola visita a la flor
(Ne’eman et al., 2010; Freitas, 2013). A su vez, dicha eficacia estd ligada al
acople morfolégico que hay entre el visitante y la flor, una vez que ocurra
la transferencia de polen. Efectivamente, este debe situarse en una parte
del cuerpo del visitante que entrard en contacto con el estigma de la flor
en la préxima visita. Sin embargo, otros criterios tales como la fidelidad
a la planta (ver capitulo 5), y el desenvolvimiento de una trayectoria de
vuelo en la que visite flores de la misma especie, definen la eficiencia de un
polinizador, y su contribucién al éxito reproductivo de la planta luego
de un evento de polinizacion (Ne’eman et al., 2010; Freitas, 2013). Por
otra parte, dos aspectos fundamentales que definen a un polinizador son
su comportamiento en la flor y la tasa de visitacién —correspondiente al
nimero de visitas florales realizadas por unidad de tiempo—, los cuales
determinan el nimero de eventos de polinizacién independientes eje-
cutados por un polinizador determinado (Ne’eman et al., 2010; Freitas,
2013). De tal forma, hay especies que pueden ser polinizadoras eficaces,
pero no eficientes, dado que, por su comportamiento de forrajeo, favorecen
la trasferencia de polen entre flores del mismo individuo (geitonogamia) y
no entre flores de individuos diferentes (xenogamia) (de Jong et al., 1993).
También hay casos en los que las visitas excesivas pueden provocarle dafios
al estilo, y contribuir negativamente al éxito reproductivo de la planta, asi
como puede suceder que en algunos cultivos se incremente la densidad de
polinizadores (i.e., colmenas) para aumentar la produccion (e.g., Sdex et
al., 2014). En esos términos, la combinacién de eficacia, eficiencia y tasa
de visitacion, determinard la contribucién total de un polinizador al éxito
reproductivo de la planta (Ne’eman et al., 2010; Freitas, 2013).
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Figura 4.4. Verificacion de sindromes de polinizacion en campo. Flores con
sindrome de polinizacion melitofilia (A y B)

En A) se puede observar el acople morfolégico entre la flor de Digitalis purpurea
(Plantaginaceae) y el abejorro Bombus rubicundus, y en B), entre la flor de Passiflora edulis
{. edulis (Passifloraceae) y Xylocopa frontalis. C) Amasonia campestris (Lamiaceae), con
flores tubulares amarillas acompanadas de brdcteas florales rojas, las cuales sugieren
sindrome de polinizacién ornitofilia, aunque entre sus principales visitantes y potenciales
polinizadores se encuentran las mariposas de la familia Pieridae. D) Vaccinium meridionale
(Ericaceae) presenta sindrome de polinizaciéon melitofilia, de modo que las abejas son
los principales polinizadores, pero esta también es visitada por diversos insectos como
moscas, las cuales también puede entrar en contacto con las estructuras reproductivas.
E) Handroanthus impetiginosus (Bignoniaceae) con sindrome melitofilia, la cual también es
visitada por colibries, cuyo pico les permite acceder al néctar en la base de la corola.

Fuente: rjc

95
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Figura 4.5. Robo de néctar por abejas

A) Apis mellifera en Bejaria resinosa (Ericaceae). B) Bombus atratus en Abutilon (Malvaceae).
C) Halictidae en Malvaviscus (Malvaceae). D) Trigona sp. en Kalanchoe (Crassulaceae)

Fuente: rjc

En las pricticas de esta unidad, se aplica el conocimiento de morfolo-
gia floral para caracterizar las flores en sindromes de polinizacién, y hacer
predicciones sobre el tipo de polinizador que requieren las diversas arqui-
tecturas florales (e.g., prdctica 4.1). Asimismo, se desarrollard la habilidad
de diferenciar un visitante floral de un polinizador (e.g., prdctica 4.2).

Practica 41. Sindromes de polinizacion

Introduccion

Los sindromes de polinizacion representan coadaptaciones entre las plantas
con flores y sus agentes de polinizacién, lo cual implica una especializacién en
la funcién. De tal modo, las adaptaciones sobrepasan el nivel morfolégico, y
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se manifiestan en aspectos funcionales, tales como la composicién y calidad
de la recompensa, y los ritmos circadianos, entre otros rasgos. El concepto
de sindrome de polinizacion como emblema de especializacién coevolutiva
ha dado sin embargo lugar al debate sobre la validacion de dicho concepto,
siendo su estudio de interés actual.

Objetivo

Con esta prdctica, se propone estudiar el valor predictivo del concepto de
sindrome de polinizacion mediante la evaluacién de las recompensas florales,
y el registro de los visitantes florales.

Hipotesis

Se plantea como hipétesis que el sindrome de polinizacién de las especies de
plantas determina el tipo de visitantes florales y su frecuencia de visitacion.

Materiales y equipos

Cdmara fotografica

Lapiz

Microcapilares

Refractémetro de mano

Frascos pldsticos para muestras (30 ml)

Procedimiento

Esta préctica amplia el conocimiento sobre caracteristicas florales asociadas
a la funcién de la polinizacion, estudiadas previamente en la practica 1.1.,
en la cual fueron evaluadas las estructuras de los vastagos reproductivos.
De tal modo, ahora se evaltian las recompensas de las flores, y la dindmica
de visitas florales que la planta recibe.

Con ello, en el jardin de polinizadores, o en el sitio de estudio, se loca-
lizan especies de plantas en floracién. Posteriormente, se elabora una lista,
y se determina su sindrome de polinizacién, utilizando la clave dicotémica
expuesta a continuacion:
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Clave dicotomica del sindrome
1 Flores pequeiias, discretas y generalmente verdes o de color opaco, con pétalos reducidos o ausentes ......................
viento (Anemofilia)

1’ Flores llamativas, generalmente con pétalos blancos o de colores 2
2 Flores de forma regular, radialmente simétricas 3
2’ Flores de forma irregular, con simetria bilateral 10
8 Flores a menudo con olor fuerte a descomposicion, de color pirpura-marron, verdoso o beige, amarillo oscuro,
blanco, con poca profundidad floral 4
8’ Flores con poco olor u olor dulce 5
4 Flores de color marron piirpura moscas (Miofilia)
4 Flores con color opaco escarabajos (Cantarofilia)
5 Flores tubulares 6
5" Flores mds con forma de plato, con recompensa accesible, amarillas o con abundante po-
len. abejas (Melitofilia)

6 Flores rojas, abiertas durante el dia, con poco o ningiin olor, sin guia de néctar ..........c.vveenn.. aves (Ornitofilia)
6 Flores no rojas, usualmente fragantes. 7
7 Flores amarillas, azules o moradas, a menudo con guias de néctar. abejas (Melitofilia)
7 Flores rojas, moradas o blancas, carecen de guias de néctar. 8
8 Flores poco fragantes, moradas o rosadas, diurnas, erguidas, con drea de aterrizaje .......... mariposas (Psicofilia)

8’ Flores con olor fuerte, blancas o pdlidas, colgantes, con apertura nocturna o que producen olor por la noche, sin

drea de aterrizaje. 9
9 Flores con tubos florales estrechos y largos, con olor dulce. polillas (Falenofilia)
9 Flores con tubos florales de apertura amplia, con olor frutal, dcido, rancio............. murciélagos (Quiropterofilia)
10 Flores con guias de néctar. abejas (Melitofilia)
10" Flores sin guias de néctar big
11 Flores rojas, con poco o sin olor aves (Ornitofilia)
11” Flores con colores poco conspicuos, blanquecinos, verdosos, con olor fuerte, poco agradable al olfato....................

murciélagos (Quiropterofilia)

Fuente: claboracion propia

A continuacion, se registra la informacion de cada especie, y se toman
fotografias de la planta y de sus flores. Posteriormente, en la planta viva, se
examina si las flores producen voldtiles. Para ello, se sittia una flor en un
frasco plastico, se tapa; luego, se esperan tres minutos antes de abrirlo, y
llevdrselo a la nariz, para confirmar si produce olor. Mds adelante, se utiliza
la tabla 4.2 para registrar los datos.

De la anterior lista, se escogen cinco especies que presenten diferente
sindrome de polinizacién. Para cada una de dichas plantas, se registra la
siguiente informacién:

- Oferta de néctar: se utilizan microcapilares para determinar si la
planta produce néctar. A continuacién, se registra el volumen
extraido, y se utiliza el refractémetro para verificar la concentra-
cién de azicares. Posteriormente, se consigna la informacion en
la tabla 4.2.

- Visitantes florales: se hacen observaciones directas en las plantas, por
un periodo de veinte minutos, en tres momentos diferentes del
dia (tabla 4.8). Debe registrarse el tipo de visitante; por ejemplo,
colibri, abeja, o mosca: si, verbigracia, hay mads de una especie en
cada grupo filogenético de polinizadores. Por ejemplo, si varias
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especies de moscas visitan las plantas, se consigna morfotipo I,
2, etc. Asimismo, se anotan los recursos recolectados por los vi-
sitantes en las flores. A continuacién, se toman fotografias. Por
ultimo, se réplican al menos una vez en un dia diferente estas
observaciones, repitiéndolas en los mismos periodos de tiempo.

Preparacion del informe

Para proceder con el andlisis, se utilizan los datos de todos los estudiantes
del curso, con el fin de aumentar la diversidad contemplada de especies de
plantas y de sindromes. La pregunta que guia la indagacion es: {qué rela-
cién se encuentra entre las recompensas florales y el tipo de polinizador?
Posteriormente, se presentan las grdficas y los andlisis. Asimismo, se pueden
analizar los datos de la siguiente forma: a) se elabora una tabla de contin-
gencia con los sindromes y los visitantes florales como factores, registrando
en las celdas la frecuencia de visitas. ) A partir de la tabla de contingencia,
se elabora un grifico en mosaico, y se ejecuta una prueba de chi-cuadrado,
para analizar la relacién que hay entre el sindrome y el visitante floral. A lo
largo de la discusion, se indica ademds si los resultados apoyan o rechazan
la hipétesis nula. Posteriormente, se discute ampliamente lo observado,
incluyendo los datos de recompensas florales y la presencia de olores. Asi-
mismo, se mencionan las posibles fuentes de error, y se plantean estudios
futuros, para evaluar los sindromes florales. De igual modo, se incluye la
bibliografia correspondiente.

Tabla 4.2. Formato para registro de sindromes de polinizacion*

N.° ID Sindrome Néctar

Tipo  Intensidad Agradable Volumen Concentracion
de azlcares

* Nota: se registra para cada especie el nivel de identificacion taxonémica (familia, género
o especie) conocido. En tanto, para el olor, se registra su tipo (dulce, dcido, fermentado),
su intensidad (fuerte o leve), y si es agradable o no al olfato. Por tltimo, para la especie
seleccionada de cada sindrome, se registran el volumen y la concentracién del néctar.

Fuente: elaboracién propia
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Tabla 4.3. Formato para registro de visitantes florales de especies con diferente
sindrome de polinizacion

ID Especie / Fecha Hora Visitante  Recurso N.° De
Sindrome floral colectado visitas

Fuente: elaboracion propia
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Practica 4.2. Analisis de cargas
de polen: una herramienta para
caracterizar la interaccion ecologica
entre planta y polinizador

Introduccion

Con el fin de comprender la polinizacién de una planta, es necesario hacer
un perfil lo mds completo posible de la fauna que visita sus flores. Dicho
perfil debe incluir aspectos de frecuencia de visita, comportamiento de los
visitantes en las flores, frecuencia de visitas legitimas e ilegitimas, y una
medida cualitativa de la eficiencia en el transporte de polen (Talavera et al.,
2001). Basdndonos en tal informacion, es posible evaluar la contribucién
relativa de un visitante floral a la polinizacion, y, en consecuencia, al éxito
reproductivo de la especie de planta estudiada.

Objetivo
Se plantean los propdésitos de identificar a los visitantes florales, y evaluar

su contribucién a la polinizacién de la planta visitada, mediante el analisis
de las cargas de polen transportadas por los visitantes.

Hipotesis

Se presume que los visitantes y potenciales polinizadores de la planta son
aquellos que se ajustan a los rasgos del sindrome de polinizacién de la planta.

Materiales y equipos

Visitantes florales y muestreo del polen transportado en el cuerpo

Jeringas con gelatina glicerinada tefiida con fucsina
Red entomolégica (jama)
Nevera portitil con geles o hielo
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Marcador permanente

Frascos pldsticos pequetios con tapa rosca (tipo muestra de orina)
Cuaderno de campo o formato para la toma de datos
Microtubos pldsticos (1,5 ml)

Bolsas pldsticas con cierre hermético

Lapiz

Encendedor

Bisturi o cuchilla

Cronémetro

Pinzas

Cdmara fotografica

Analisis de cargas de polen

Laminas cubreobjetos

Laminas portaobjetos

Mechero o placa calefactora

Encendedor (opcional)

Microscopio

Pinzas de punta fina

Formato para toma de datos

Caja para ldminas portaobjetos (opcional)
Marcador permanente

Frecuencia de visita y comportamiento de los visitantes florales

Cuadrantes de muestreo (por ejemplo, de alambre, de 50 por
50 cm; o de pvc, de 1 por I m)

Formato para la toma de datos

Lapiz

Reloj

Procedimiento

Para adelantar esta prdctica de laboratorio, los estudiantes del curso se di-
viden en dos grupos. De tal modo, estos realizardn las observaciones en
dos especies de plantas diferentes. Cada grupo lleva a cabo las actividades
expuestas a continuacion.
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Visitantes florales y muestreo del polen transportado en el cuerpo

Se seleccionan tres plantas de la especie a estudiar, distribuidas en diferen-
tes lugares del jardin o del campus. En cada planta, se hacen capturas de
insectos durante quince minutos efectivos, lo cual significa que el tiempo
de manipulacién del insecto no es incluido en el tiempo de captura. Se
utiliza el cronémetro para detener el conteo del tiempo, cada vez que se
capture un insecto visitante floral, y se reanuda el conteo, una vez haya
finalizado la toma de muestra de polen del insecto. Se capturan solo los
insectos que entran en contacto con las flores; para esto, es aconsejable
disponer de una jama.
Con cada insecto capturado, se siguen los pasos descritos a continuacion:
Se sitia cada insecto en un frasco individual pequefio, se tapa, y
se lo coloca adentro de una nevera portitil con geles frios. Con
ello, se busca reducirle la capacidad fisiolégica de movimiento, y
poder manipularlo.
Una vez el insecto esté inmdovil, se utiliza gelatina glicerinada
tefiida con fucsina (ver anexo 8.7) para tomar las muestras del
cuerpo del insecto. Con tal objetivo, se hace uso de la jeringa
que contiene la gelatina coloreada (ver anexo 2.2). Cuando se ha
recogido la sustancia, se corta la rodaja de gelatina que contiene
la muestra, utilizando un bisturi limpio, previamente lavado con
alcohol, y esterilizado al fuego. Posteriormente, se deposita la
muestra en un microtubo claramente rotulado con el nimero
consecutivo de muestra registrado en el formato de datos. Si es
posible, se toman muestras de polen de forma diferencial del
cuerpo del insecto (cabeza, térax dorsal, térax ventral, abdomen,
patas) que, segin se observa, hacen contacto con las estructuras
reproductivas de las flores.
Se ubican los tubos con las muestras en una bolsa (marcada como
polen de vectores) en la nevera portatil, para llevarlas y analizarlas
en el laboratorio.
Para proceder con una identificacién del visitante, se toman ra-
pidamente fotografias, mientras el insecto estd térmicamente
anestesiado ain. Cabe sefialar que es necesario situar en el marco
de la fotografia una referencia de tamafio (e.g., moneda, regla u
otro objeto de medida conocida).
Una vez se ha tomado la muestra y la fotografia, o inmediata-
mente estos han recuperado la movilidad, se procede a liberar a
los insectos.
A continuacién, se registran los datos de coleccién de la muestra
en la tabla 4.4.
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Una vez concluido el proceso descrito, con la gelatina glicerinada, se to-
man muestras de polen de la planta en estudio, y de otras plantas florecidas
en el vecindario, del mismo modo que se hizo con los insectos. Asimismo,
es necesario asegurarse de rotular la muestra, y de registrar la informacion
en la tabla 4.5. Posteriormente, se depositan los tubos con las muestras en
una bolsa (marcada como polen de plantas) en la nevera portitil, para llevar-
las al laboratorio. Con dichas muestras de polen, se elabora una coleccién
de referencia para la posterior identificacion de las cargas de polen de los
visitantes florales.

Nota: para investigaciones de largo plazo, algunas veces es necesario sa-
crificar algunos individuos de cada especie de visitante, en cdmara letal de
acetato de etilo o de cianuro, para su posterior identificacién taxonémica.
En las practicas docentes, aquello no es necesario. Cuando se dan tales ca-
sos, las fotos tomadas le ayudardn a identificar al insecto. De igual modo,
la identificacién se puede complementar con la ayuda de aplicaciones de
identificacion taxonémica instaladas en teléfonos celulares.

Analisis de cargas de polen

En el laboratorio, se ejecuta el montaje de las muestras del polen de contacto,
asi como del polen de las plantas incluidas para la coleccién de referencia.
Con tal fin, se procede de la siguiente manera:
Se saca la gelatina del tubo, con unas pinzas limpias, y se la co-
loca sobre una limina portaobjetos, previamente marcada con el
nimero de la muestra.
Posteriormente, se pone un cubreobjetos sobre la muestra de
gelatina, y se calienta la lamina ligeramente con un mechero, un
encendedor o una placa caliente, para derretir la gelatina y hacer
un montaje, oprimiendo suavemente la laminilla. Es importante
no quemar la muestra; la temperatura debe ser relativamente
baja, y se debe dejar la muestra sobre el calor por poco tiempo.
Se sittia la ldmina sobre la placa caliente, sobre el mechero o el
encendedor, para derretir la gelatina.
A continuacion, se rotula la ldmina con el nimero de la muestra, y
esta se dispone en una caja portaliminas. En campo, dicho montaje
se puede hacer con la ayuda de un encendedor. Se debe llevar una
caja (de madera o pldstica) para guardar las ldminas (anexo 2.2).

Una vez ejecutado el anterior procedimiento, con ayuda del microscopio,
se observa el polen de la planta estudiada, y se hace una descripcién bdsica
de su morfologia: tamafio, ornamentacién de la exina, y nimero y tipo de
aperturas. Aquello se adelanta con el fin de familiarizarse con el polen de
dicha especie, y diferenciarlo de las otras especies en las placas de polen de
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contacto. Si es posible, se recomienda tomar fotografias del grano de polen.
Se procede de ese modo con el resto de las muestras de polen tomadas de las
plantas, y se toman fotografias para la coleccién palinolégica de referencia.
Acto seguido, se cuenta el polen transportado por los insectos, presente
en las ldminas. En el proceso, se registra por separado la cantidad de polen
de la especie de planta en estudio, y el polen de otras plantas:
Se llevan las laminas al microscopio 6ptico para conteo a 40X.
Luego, se hace una primera observacién de la placa, con el fin de
evaluar si el polen estd bien distribuido en cada lamina.
Se procede a contar el polen en quince campos de observacion,
registrando los datos en la tabla 4.6. Cabe sefalar que en el anexo
g se presenta un modelo de secuencia de campos de observacion,
para llevar a cabo los conteos de polen.
A continuacién, se siguen los anteriores pasos con cada muestra.

Frecuencia de visita y comportamiento de los visitantes florales

Con el objetivo de discutir los hallazgos de los andlisis de polen, se adelan-
tan conteos y observaciones de visitantes florales en las plantas, asi como
de la franja horaria de las capturas. Con tal fin, en la tabla 4.7 se registran
los siguientes datos sobre los visitantes florales:
Valiéndose de las fotografias tomadas, se definen los morfotipos
(e.g., mosca I, mosca 2, abeja 1) de los visitantes florales, y, a conti-
nuacion, se elabora un catdlogo fotogrifico.
En cada planta, se busca un parche de flores abiertas, y se le de-
limita con un cuadrado de muestreo (alambre de I x T m).
Se cuenta el nimero de flores en el parche.
A continuacién, se observa el parche de flores por quince minu-
tos, y se cuenta el nimero de visitas realizadas por los visitantes
florales durante el periodo de observacion. Se utiliza el catdlogo
de fotos de los insectos para facilitar su identificacion durante las
observaciones. En lo posible, se adelantan dos periodos de ob-
servaciones de quince minutos por planta: uno en las horas de la
mafiana, y otro en la tarde.
Posteriormente, se registran los siguientes aspectos del compor-
tamiento de los diferentes tipos de visitantes florales:
Duracion de la visita
Numero de flores visitadas
Si el visitante hace contacto o no con las estructuras
reproductivas
Si es ladrén de néctar
Cudl es el recurso recolectado de las flores: polen, néctar
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Preparacion del informe

Para la elaboracién del informe, se consideran las siguientes instrucciones:

Se presenta una breve descripcion de la especie de planta estudiada:
su morfologia floral. De haberlas, se deben incluir referencias de
otros trabajos de visitantes florales, y de polinizadores de la especie.
Asimismo, se elabora una tabla con la lista de visitantes florales,
presentando las estadisticas descriptivas de las variables de com-
portamiento registradas para cada uno de sus tipos. Es preciso
indicar si el nimero de flores visitadas por minuto difiere estadis-
ticamente entre tipo de visitantes. Con tal fin, se lleva a cabo un
andlisis de varianza de una via. O bien, si los datos no cumplen
con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
se ejecuta una prueba de Kruskal-Wallis. Si dicha prueba resulta
significativa, se procede a ejecutar multiples comparaciones.
A continuacién, se da arreglo a una ldmina con las fotografias de
los visitantes florales, indicando el lugar de deposicién del polen.
Se elabora una tabla con la descripcion del polen de las plantas
de referencia: planta, descripcion del polen, fotografia de la flor
y fotografia del grano de polen.

A partir de los conteos de granos de polen, se elabora una tabla con las
siguientes variables: visitante floral; promedio y desviacién estandar del
porcentaje de polen de la planta focal (i.e., en la que se capturé el insecto);
promedio y desviacién estindar del porcentaje de polen de otras especies;
y promedio y desviacién estindar del nimero de tipos polinicos de otras
especies. En tanto, para calcular los porcentajes por muestra, se utiliza el total
de granos de polen contados en la liamina —incluyendo todos los campos—.

Ademds, se indica en la tabla si las variables presentadas difieren esta-
disticamente entre visitantes de distintas especies. Con tal fin, se lleva a
cabo, o bien un andlisis de varianza (ANova) de una via, o una prueba de
Kruskall-Wallis, en caso de que los datos no cumplan con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Si la prueba resulta significativa,
se indica realizar comparaciones multiples.

De igual modo, se puede calcular el indice de probabilidad de polinizacién
(Ne’eman et al., 1999) y el indice de importancia de polinizacién (modifi-
cado por Escaravage y Wagner, 2004 ). Asimismo, si se obtienen cargas de
polen diversas en la composicién de especies, se calcula el indice de valor
de importancia del recurso vegetal en la comunidad de plantas estudiadas
(Amaya-Mdrquez et al., 2001). Para sefias especificas de la aplicacién de
estos indices, ver el trabajo de Pinilla-Gallego y Nates-Parra (2015).
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En la discusién, se comparan los resultados con otros datos publicados
previamente. De acuerdo con las observaciones de la cantidad de polen
transportado y del comportamiento de los visitantes, se discute en torno
a los potenciales polinizadores. Las preguntas que guian la discusion, son:
{de acuerdo con la morfologia de la flor, el o los visitantes florales mas
frecuentes, fueron los esperados? Y, asimismo, ¢el comportamiento de los
visitantes promueve la transferencia de polen?

Tabla 4.4. Formato para registro de muestras de polen de contacto de visitantes
florales

Planta estudiada:

Nombre de quién realiza las observaciones y grupo de trabajo cuando aplica:

Fecha:

Franja horaria de capturas:

N.° de muestra Individuo Visitante floral Parte del
(planta 1, cuerpo

planta 2, 0 muestreada
planta 3)

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 4.5. Formato para registro de muestras de polen de referencia

Planta estudiada:

Nombre de quién realiza las observaciones y grupo de trabajo cuando aplica:

Fecha:

N.cde muestra Planta focal* Otros registros de NUmero(s) de

polen diferentes foto(s)
de la planta focal

* Nota: se alude a la identificacion taxonémica, si la conoce, o al nombre comun.

Fuente: elaboracion propia
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Introduccion

El desempefio de los animales en la obtencién de alimento es un comporta-
miento que se encuentra sometido a la seleccién natural. Dada la necesidad
permanente de obtencién de alimento, los individuos se enfrentan de ma-
nera continua a la tarea de buisqueda y explotacién de alimento, de forma
que se obtenga el mayor valor en aptitud biolégica, mediante la estrategia
de optimizar la ganancia neta de la ingesta (i.e., obteniendo las mayores
ganancias de nutrientes y energia del alimento, con el menor costo posible)
y, al mismo tiempo, la conducta del animal forrajero estd bajo la presién
de seleccion de mantenerse con vida durante el proceso. Asi, por ejemplo,
necesita evitar ser presa de predadores, sufrir el efecto negativo de com-
petidores conespecificos o interespecificos por el alimento, o de tomar ali-
mentos con presencia de patégenos. En ese contexto, el comportamiento de
forrajeo les impone a los animales la necesidad de percibir diversos factores
ambientales, los cuales cambian permanentemente a lo largo del tiempo; en
particular, la disponibilidad y abundancia de los recursos alimentarios. Dada
la incertidumbre que hay en el escenario en el cual los animales silvestres
obtienen alimento, la conducta de forrajeo ha evolucionado, no tnicamente
con respuestas de conductas innatas —las cuales corresponden a respuestas
instintivas a ciertos estimulos— sino, ademads, a la capacidad de procesar
informacién ambiental compleja para la toma de decisiones conductuales
como, por ejemplo, donde buscar el alimento, cudl alimento o presa seleccionar
entre alternativas y qué cantidad tomar (Pyke et al., 1977; Stephens y Krebs,
1986; Kamil et al., 1987; Dukas, 1998). Inicialmente, dichas conductas fue-
ron explicadas como resultados del seguimiento de reglas estratégicas por
parte de los animales; es decir, modelos de forrajeo sin memoria (Krebs y
Davies, 1991). Sin embargo, es cada vez mds claro que el éxito y el destino
evolutivo de individuos y poblaciones animales es contingente a la capacidad
cognoscitiva de los individuos que las conforman (West-Eberhardt, 2003).

Es notoria la importancia de los procesos cognoscitivos en la evolucion
de los animales y sus interacciones ecoldégicas, con registros en la historia
de la ciencia de las contribuciones tempranas del siglo x1x, formalizadas por
Edward Tolman (1886-1959), y los hallazgos en el siglo xx de Wolfgang
Kohler (1925) sobre cognicién animal. De tal modo, en 19235, el psicélogo
estonio contribuyé con informacién acerca de la capacidad de los chimpancés
para resolver problemas cuya solucién requeria la comprension por parte
de estos animales de relaciones espaciales y de causalidad. Especificamente,
Kohler describié una conducta exhibida por los individuos antes de resolver
el problema: un tiempo de pausa sugerido como de introspeccién antes
de actuar. Sin embargo, la cognicién animal vino a ser un tema abando-
nado por la biologia. Solo en afos recientes, se ha retomado el estudio de
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la cognicion desde la perspectiva evolutiva, gracias al enfoque tedrico de
la ecologia comportamental (e.g., Krebs y Davies, 1978; 1991). Lo mismo
corresponde al modelamiento matemdtico de la conducta animal de forrajeo
(Charnov, 1976; Pyke et al., 1977), sintetizado por Stephens y Krebs (1986),
Dukas (1998), y Danchin y sus colaboradores (2008), entre muchos otros.
Tales aportes despertaron entonces el interés de numerosos cientificos de
las ciencias econémicas, naturales, y de la psicologia, haciendo proliferar
la ecologia comportamental desde la década de los 70 hasta la actualidad.

Por su parte, en el contexto de la ecologia cognitiva, el valor adaptativo
del procesamiento mental tiene como base la relacién funcional que hay
entre la percepcion de sefiales ambientales, la capacidad computacional de
informacion multimodal, el aprendizaje, la formacién de memoria, y la toma
de decisiones comportamentales del individuo; aspectos que determinan
destinos evolutivos diferentes (Dukas, 1998). En ese escenario, la cognicién
aborda diversos aspectos del uso que hacen los animales de la informacién
ambiental: su adquisicién (aprendizaje) y su almacenamiento (consolida-
cién de la memoria), enmarcados en estudios en el tema, han puesto en
evidencia la necesidad de reconocer los aspectos de deteccién y percepcion
de sefiales, su representacion a nivel neuronal y de pensamiento, la atencién
selectiva, y las reglas de manipulacién de la informacién (Dukas, 1998).
De acuerdo con ello, la relevancia biolégica del proceso de aprendizaje de
los organismos radica en que dicho proceso les permite detectar y rastrear
cambios en la disponibilidad de recursos en ambientes inciertos y cambian-
tes. En suma, en su expresion mads explicita, el aprendizaje consiste en una
coleccion de mecanismos relevantes para los esfuerzos del organismo por
encontrar y explotar alimento, asi como lidiar con la incertidumbre que
producen los cambios ambientales. En ese sentido, el aprendizaje otorga
ventajas evolutivas, con un efecto directo sobre la eficiencia o aptitud bio-
l6gica de los animales, tanto en el corto plazo (desempefio ecolégico), como
en el largo pazo (desempefio evolutivo). Asimismo, debido a que el apren-
dizaje le permite a un organismo encontrar alimento de una manera mds
eficiente, y estar por tanto mas saludable, es I6gico pensar que es ventajoso
biolégicamente evolucionar habilidades complejas, para aprender del medio
ambiente, y manejar eficientemente informacién cambiante. Sin embargo,
los costos metabdlicos del sistema nervioso (Johnston, 1982) pueden limitar
los niveles de sofisticaciéon y complejidad que los mecanismos de manejo
de informacién y de forrajeo 6ptimo pueden alcanzar. En tal escenario, un
factor del aprendizaje que requiere gasto energético es el sostenimiento de
la fidelidad en la informacién almacenada (Dukas, 1998). Ademds, otros
costos relacionados con el uso de la informacién almacenada en la memo-
ria son aquellos que se derivan de la interferencia, en la cual la informacion
previamente adquirida afecta la obtencién de nueva informacion (Lewis,
1986; Dukas, 1999; Amaya-Mirquez et al., 2019). Adicionalmente, hay
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costos cognitivos independientes de la consolidacién interna de informacién
representada en las redes neuronales del individuo; costos que se evidencian
en la relacion con la razon entre la tasa de cambio ambiental y la tasa de
aprendizaje (Stephens, 1989; Kerr y Feldman, 2003). En el grado en que
el proceso de aprendizaje sea mds perfecto y completo, mayor es el costo
de dicho conocimiento. Consecuentemente, si la informacién adquirida
pierde actualidad, el costo es mayor, dada la pérdida del valor adaptativo
del aprendizaje, la cual afecta negativamente el desempefio ecolégico del
individuo. De tal modo, el costo de aprender se multiplica, por el hecho
de que la informacién adquirida se almacena en una memoria que en si
misma implica un costo metabdlico. En ese contexto, la energia requerida
para mantener una baja entropia en el sistema cognitivo, es especialmente
alta para el tejido nervioso, el cual tiene una tasa metabdlica mayor que la
de otros tejidos del organismo (Atwell y Laughlin, 2001).

Por su parte, las interacciones ecolégicas se basan en el comportamiento
de los organismos. En el contexto de la polinizacién, la interaccién entre
planta y polinizador se deriva de la comunicacién que hay entre las sefiales
florales emitidas por las flores de las angiospermas, y su percepcién por
los diferentes grupos de polinizadores: murciélagos, aves, abejas, polillas
y moscas, entre otros (Wester y Lunau, 2017). En tanto, es claro que la
sensorialidad y la estructura cerebral de los diversos vectores biéticos del
polen de las plantas con flores (vertebrados e invertebrados), influyen en
la adaptacién mutualista dada entre planta y polinizador. Asimismo, en la
polinizacién dada a nivel de comunidad, son relevantes las interacciones
que haya entre polinizador y polinizador, y planta y planta, con efecto en
la facilitacién y los procesos de competencia excluyente.

En el escenario planteado, la conducta de forrajeo de los polinizadores
es explicada en gran medida por procesos cognoscitivos, dado que tnica-
mente los especialistas florales extremos pueden cimentar su escogencia
floral en informacién innata. De acuerdo con Michener (2007), ese tipo de
interaccion altamente especializada es rara, mientras que, en la mayoria de
abejas polinizadoras, lo mds comun es la conducta de forrajeo generalista.
Lo mismo se ha registrado en colibries (Amaya-Madrquez et al., 2001), y,
en general, en comunidades de insectos (Waser et al., 1996). Sin embargo,
la etiqueta de generalisia le corresponde mds precisamente a la especie que
a los individuos. En tanto, se conocen casos de especializacién individual
aprendida en los abejorros (Heinrich, 1976; Heinrich, 1979), la abeja melifera
(Wells y Wells, 1986), abejas sin aguijon (McCabe et al., 2007%7; McCabe y
Farina, 2009; Amaya-Mdrquez et al., 2019), abejas solitarias (Dukas y Real,
1991; Amaya-Mdrquez y Wells, 2008), avispas (Brockmann, 1985), y aves
(Tinbergen, 1960; Giraldeau, 1984). Es importante sefialar que el compor-
tamiento generalista de los polinizadores tiene consecuencias en la calidad
de la polinizacién. Aquello es notorio particularmente en ambientes en los
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que la comunidad de plantas tiene ofertas alternativas, de modo similar a
un mercado floral, asi que estas compiten por el servicio de la polinizacién
biética. De tal modo, a nivel experimental, se puede evaluar el proceso de
aprendizaje de color de una especie floral sobre los servicios de polinizacién,
particularmente en comunidades de plantas cuyas composiciones de espe-
cies y colores florales difieren (e.g., practica 5.1). Paradéjicamente, en Apis
mellifera, uno de los polinizadores mds generalistas, se ha descrito una con-
ducta de constancia floral, la cual es altamente apreciada, al tratarse de un
insecto utilizado en la polinizacién comercial de cultivos. Con todo, diversos
factores afectan la constancia floral (Chittka et al., 1999; Amaya-Mdrquez,
2009). En tal marco, uno de los mecanismos propuestos para la ocurrencia
de la adaptacion, ha sido la hipétesis presentada por Menzel (2001); y, a su
vez, esta es resultado del efecto de la estructura espacial en la oferta floral
(inflorescencias y parches florales homoespecificos). Con ello, las plantas
capitalizan los requerimientos de refuerzo sustentados en la presentacion
de estimulos condicionados y no condicionados, los cuales se emparejan
para la asociacién de estimulos.

En consecuencia, la seleccion de los recursos florales, junto con los pa-
trones de visitas florales, se fundamentan en procesos de aprendizaje de
senales florales y las recompensas asociadas a ellas. A su vez, la memoria de
estas es utilizada para explotar nichos alimentarios con ofertas mas amplias.
De tal modo, esta les permite a las abejas generalistas exhibir plasticidad
comportamental en la eleccién de diferentes tipos de flores, mediante ex-
periencias con diferentes tipos de flores; mecanismo que contribuye con la
adaptacion conductual, en respuesta a la incertidumbre de oferta ambiental.

Cabe sefialar ademds que la conducta de aprendizaje asociativo abso-
luto ha sido estudiada ampliamente en laboratorio, utilizando el reflejo de
extension de la probdscide (PER, por sus siglas en inglés) en Apis mellifera, para
condicionar principalmente olores a recompensas florales (e.g., practica
5-2). Mientras tanto, en condiciones naturales, las abejas se enfrentan a un
tipo de condicionamiento o aprendizaje asociativo en vuelo libre, en el que
pueden visitar diferencialmente flores con diversos estimulos y muiltiples
recompensas. Aquello corresponde a un sistema de condicionamiento discri-
minante (e.g., practica 5.3).
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Practica 5.1. Efecto del arreglo floral
en la escogencia y constancia
floral de los polinizadores

Introduccion

La conducta de forrajeo corresponde al conjunto de procesos con los cuales un
organismo adquiere nutrientes y energia del sistema en el que habita. Dicha
definicion deberia incluir técnicamente el proceso con el que las plantas se
alimentan: 1a fotosintesis y la absorcién de nutrientes. Sin embargo, el término
ha sido utilizado tradicionalmente para referirse solo a la conducta animal en
la que hay una busqueda activa de recursos, la cual implica la deteccién de los
recursos, y la obtencién y el consumo del alimento. Al considerar que todos
los organismos del reino animal requieren constantemente de alimento, es
posible imaginar facilmente las variaciones de estrategia, las cuales dependen
de si —por ejemplo— el alimento se consume directa o inmediatamente, o se
transporta a otro lugar, bien sea para aprovisionar un nido, alimentar la cria, o
almacenarlo para los tiempos de escasez. En ese contexto, el comportamiento
de forrajeo afecta de manera directa e inmediata la supervivencia del indivi-
duo; vy, en el mediano y largo plazo, la tasa reproductiva de las poblaciones
de plantas con flores y de los polinizadores: por tanto, dicha conducta animal
media los procesos de interaccién, adaptacion y coevolucién dadas entre las
plantas con flores y sus polinizadores (Shafir et al., 2003). De tal modo, los
diversos paisajes de oferta de recursos y competencia tienen efectos en la es-
trategia conductual del organismo. Aquello permite evaluar de qué manera
el arreglo, la composicion y el tamafio de los parches florales afectan, por
una parte, los procesos cognoscitivos y la conducta de escogencia floral de los
polinizadores; y, por otra parte, la calidad del servicio de transporte de polen
de las plantas de una comunidad, o un ensamble particular de especies. En ese
escenario, el modelo ecolégico de dieta 6ptima predice que ante determinadas
opciones de oferta floral, un polinizador que maximiza la toma de energia
escogerd el recurso que ofrece la mayor ganancia neta en una trayectoria de
forrajeo. A su vez, la especializacion temporal en la explotacion de los recursos
es conocida en los polinizadores como constancia floral. Dicha conducta es de
amplio interés, dadas las consecuencias econémicas que trae el aumento en
la probabilidad de los estigmas de recibir cargas de polen homoespecificas, y
en la calidad de los frutos formados por fertilizacion de sus semillas.
Asimismo, la constancia o fidelidad floral es un comportamiento exhibido
por diversos tipos de polinizadores; especialmente, por las abejas. Dicha
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conducta consiste en que el individuo restringe las visitas —bien todas, o la
mayor parte de ellas— a un solo tipo de flor, por cada trayectoria de forra-
jeo. Si bien las angiospermas claramente obtienen un beneficio de ese tipo
de comportamiento, aquel es menos obvio para los polinizadores. Aunque
numerosas hipétesis han sido planteadas al respecto, a la fecha, no hay una
explicacién de esta conducta del polinizador (ver la revisién del tema en
Amaya-Madrquez, 2009).

Con todo, en varios grupos de abejas, aunque particularmente en abejas
eusociales, se ha demostrado la capacidad de los individuos en etapa de fo-
rrajeo para tomar decisiones econémicas acertadas, pues han aprendido los
colores, y escogen el tipo floral que ofrece la mayor ganancia (e.g., Waddin-
gton y Holden, 1979; Hill et al., 1997; Cnaii et al., 2006; Amaya-Mdrquez
y Wells, 2008). En otros casos, la constancia floral ha mostrado derivarse del
contexto que determina la composicion floral (Wells y Wells, 1983; 1986).
De tal modo, estudios de aprendizaje y ecologia de abejas han demostrado
que, una vez las abejas hayan tenido tres encuentros consecutivos con una
flor que les brinde una recompensa de néctar, estas consolidan una memoria
derivada del color de la flor (Menzel, 2001). Asimismo, se ha evidenciado
que la abeja Apis mellifera puede generalizar un color aprendido, exhibiendo
consecuentemente una conducta de infidelidad floral, al incurrir en visitas
a distintas especies florales que contengan en sus flores la tonalidad pre-
viamente memorizada (Amaya-Mdrquez et al., 2014). La infidelidad floral
también ha sido explicada con la hipétesis de la complejidad floral (Gegear
y Laverty, 2001), dado que especies de plantas con flores que varian entre
si en un solo cardcter (e.g., color) promueven menos constancia floral; por
tanto, promueven mayor infidelidad en los patrones de visitacion a estas
especies de plantas. Los resultados experimentales de Gegear y Laverty
(2001) indican que las abejas expuestas al aprendizaje de flores que varian
entre si en diversos rasgos (e.g., color, aroma, forma) son mds fieles a un
solo tipo floral, con relacién a cuando son expuestas a flores que presentan
variaciones en los estados del cardcter de un solo rasgo floral. Por ejemplo,
tales son los casos de flores similares en color (e.g., purpura) y con diferen-
te morfologia floral (e.g., forma del tubo floral). Sin embargo, a pesar del
creciente interés y la literatura en torno al tema, todavia hay preguntas que
permiten evaluar las hipétesis de constancia floral, con especial atencién
a la especie de abeja, su conducta de forrajeo, y sus rasgos cognoscitivos.

Objetivo

Se plantea el propésito de determinar si las abejas presentan un com-
portamiento de constancia floral, y si dicho comportamiento cambia ante
diversos arreglos florales.
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Hipotesis

Como hipétesis, se sugiere que la constancia floral exhibida por Apis mellifera
cambia de acuerdo con la composicién de los arreglos florales disponibles
y en floracién simultdnea.

Materiales y equipos

Flores de jardin visitadas por Apis mellifera
Estacas

Cuerda

Soportes de pvc de 1 m de alto

Tela de tul

Tubos de ensayo de 15 ml pldsticos

Agua con azicar

Tijeras de jardineria

Libreta de notas

Gradilla para tubos de 50 ml

Procedimiento

Se ubica un jardin con diferentes especies de angiospermas (diversos colo-
res, formas, etc.), y se identifican las plantas visitadas por las abejas. Cabe
sefialar que el jardin debe tener abundantes flores, pues serd necesario crear
arreglos florales que se expondran a las abejas, luego de lo cual las flores
serdn reemplazadas cada quince minutos, si es necesario. Ademds, el dia
previo a la prictica, se cubren las flores con malla de tul. Se deben utilizar
ademads estacas y alambre para sostener un manto de tul suficientemente
grande como para cubrir un parche con varias plantas. Aquello dltimo se
hace para garantizar que haya recompensa floral disponible en las flores
para las abejas al momento de ejecutar la prdctica.

Tomando como base a las plantas disponibles en el jardin que son visi-
tadas por las abejas, se elaboran parches de flores por pares de especies, a
la vez que se hacen combinaciones de colores y morfologias:

Flores de colores similares y morfologias diferentes (como ejem-
plos de flores de color amarillo, retamo (Retama sphaerocarpa) y
diente de leén (Taraxacum officinale); y flores de color azul, Borago
officinalis y Salvia bogotensis)

Flores con morfologias similares y colores similares (e.g., dos aste-
rdceas de color amarillo, Tagetes zypaquerensi y Taraxacum officinale)
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Flores de colores diferentes y morfologias similares (e.g., dos
leguminosas, una de flores color blanco y otra de flores liguladas
color purpura; carretén blanco —Trifolium repens— y morado
—Trifolium pratense—)

Flores de morfologias diferentes y colores diferentes (e.g., una
flor amarilla y otra de color azul o rosado, Borago officinalis y
Taraxacum officinale)

Posteriormente, para cada una de las cuatro combinaciones de flores
anteriormente mencionadas, se hace un parche. Se ubican los diferentes
parches, estableciendo una separacién de al menos 2 m entre unos y otros.
Es recomendable disponer los parches con abundante cantidad de flores, ya
que de ese modo es mads fdcil sostener la atraccion a las abejas, y registrar la
secuencia de movimientos de las abejas entre las flores, cuantificando indi-
ces de constancia floral, como es por ejemplo el caso planteado por Waser
(1986), u otros indices similares (e.g., Chittka et al. 2001, Gegear & Laverty
2001). De igual modo, lo mismo corresponde al valor de preferencia floral.

Segun eso, para hacer los parches de flores experimentales, se utilizan
gradillas de madera en las cuales se pueden colocar de 4 a 8 tubos de 50 ml.
Se llena cada tubo hasta la mitad con agua azucarada o agua mezclada con
nutrientes, los cuales se venden en las floristerias. Dicha mezcla sirve para
mantener frescas las flores cortadas durante el experimento. Posteriormente,
se ubica la gradilla sobre un soporte de 1 m de alto. En cada tubo, se ubican
flores de una sola especie, teniendo cuidado de alternar flores de las dos
especies en los tubos. Asimismo, de acuerdo con el tipo de inflorescencia
y el tamafio de la flor, se dispone un volumen de atraccién de flores simi-
lar para las dos especies de flores utilizadas en el parche (si es necesario,
se eliminan algunas flores). A continuacién, se toman fotografias de cada
arreglo y se las presenta en la metodologia.

Posteriormente, se elabora un cédigo de nombres de las plantas y letras
para registrar las secuencias de visitas. Por ejemplo, si se estd evaluando un
parche de flores de Borago officinalis y Salvia bogotensis, se puede utilizar B
(Borago) y S (Salvia). Con esa notacién, una vez llegue una abeja al parche,
se registra el tipo de abeja y la secuencia de flores visitadas. De tal modo,
asi se procede en el parche I, abeja I en 20 visitas = BBBBBSSBBBSSSSSSSBBB.
A continuacion, se registra la conducta de forrajeo de abejas individuales
(n = 80 abejas). Asimismo, se deben hacer observaciones de una sola abeja,
siguiendo la secuencia de visitas del insecto hasta que este deje el parche. En
ese contexto, los grupos de estudiantes se pueden organizar para que uno
haga el registro, y los otros sigan visualmente los movimientos de la abeja.
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Preparacion del informe

De acuerdo con la secuencia registrada para cada abeja, se calcula el indice
de constancia de Bateman (1cB, sensu Chittka et al., 2001) en cada parche
floral. A conformidad, se procede asi: icB = 0,5 [(A-B) / (4 + B) + (C-D)
/(C + D)]. En tanto, para el caso de dos tipos de flores con denotacién X
y Y, se definen los factores de la ecuacion, donde A = total de transiciones
consecutivas de flor X a flor X; B = total de total de transiciones consecutivas de flor
XaflorY; C = iotal de transiciones consecutivas de flor Y a flor X, y D = total de
transiciones consecutivas de flor Y a flor Y. Por su parte, la constancia calculada
de tal manera puede variar entre 1 (constancia completa) y -I (inconstancia
completa), de modo que o0 indica visitas aleatorias entre especies de plantas.
Cabe anotar que es necesario adjuntar la tabla de datos registrados durante
la practica.

Posteriormente, se elabora una tabla con las combinaciones evaluadas
en cada uno de los cuatro parches florales, y se calcula el valor de 1cB para
cada una. A continuacion, la pregunta que guia el trabajo es la siguiente: ¢los
resultados obtenidos apoyan la hipétesis? Se procede entonces a discutir el
interrogante ampliamente.

Asimismo, se resuelven las siguientes preguntas, y se utilizan las res-
puestas para orientar la discusion:

{Cudles son las principales hipétesis que han explicado el fenémeno de
la constancia floral?

{Cudles son las principales predicciones de cada una de dichas hipétesis?

{Cudl o cudles de esas hipétesis fueron apoyadas por los resultados
obtenidos?

{Con base en la revisién de literatura, cémo se ha medido la constancia
floral?

¢Cudl es la diferencia entre preferencia y constancia floral?

A continuacién, se discute la necesidad de distinguir los dos conceptos.
Por iltimo, se mencionan las posibles fuentes de error.
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Practica 5.2. Condicionamiento del reflejo
de la extension de la proboscide (PER)
en la abeja de la miel (Apis mellifera)

Introduccion

El estudio evolutivo de la arquitectura cognitiva ha estimulado investigacio-
nes acerca de la capacidad de aprendizaje asociativo en diferentes grupos de
animales. De tal modo, fue analizado en la abeja de la miel (Apis mellifera)
el condicionamiento pavloviano ya demostrado en perros. En ese sentido,
los estudios pioneros que implementaron en esos insectos el aparato y las
técnicas aludidos, fueron los de los japoneses Kuwawara (1957) en la década
de los 50, y Takeda, en la década de los 60. Posteriormente, los estudios
de Bitterman y sus colaboradores (1983) y Rescorla (1988) contribuyeron
a entender el condicionamiento absoluto a estimulos en A. mellifera, ala vez
que otros investigadores y escuelas de investigacion subsecuentes usaron e
implementaron dicha técnica (Matsumoto et al., 2012; Giurfa y Sandoz,
2012), cuyo protocolo fue recientemente estandarizado (ver Smith y Burden,
2014). En ese sentido, este ha sido implementado como un método para
indagar sobre los diversos tipos de plasticidad comportamental exhibidos por
el grupo de abejas polinizadoras: aprendizaje no-asociativo, asociativo absoluto,
discriminante, e instrumental (Locatelli et al., 2013; Abramson et al., 2008;
Smith y Menzel, 1989). Asimismo, ha sido propuesto como una técnica
para la evaluaciéon del efecto de pesticidas en la salud de las abejas (Smith
y Burden, 2014). Asi, por ejemplo, recientemente Herndndez y sus cola-
boradores (2021) utilizaron esta técnica para evaluar el efecto del glifosato
en la salud de la abeja melifera africanizada (Apis mellifera var. escutellata).

Objetivo

Se plantea el propésito de evaluar el aprendizaje de aromas en la abeja meli-
fera, utilizando el protocolo de condicionamiento del reflejo de extension
de la probéscide PER (por sus siglas en inglés).
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Hipotesis

Como hipétesis, se plantea que las abejas responden con mayor rapidez a
aromas conocidos que a aromas nuevos.

Materiales y equipos

Colmena

Equipo de apicultor

Pirdmide de plexiglds para colectar abejas

Toalla 0 manta para cubrir la pirdmide

Frascos de vidrio con tapa de rosca

Cubeta pldstica o de icopor pequeiia o mediana (ca. 30 x 25 cm)
Balas de resina o metdlicas para inmovilizar las abejas

Cinta

Caja pldstica de 40 x 30 x 50 cm

Papel absorbente

Palillos (en lo posible pldsticos, porque los de madera pueden
presentar olor)

Soluciones de sacarosa 0,5 M y 1,5 M

Odorante floral (segin esencias de flores disponibles en el
laboratorio)

Jeringa(s) de 20 ml

Micropipeta (de 20 pl)

Papel filtro Whatman N.° 1

Arena experimental (cubo de acrilico abierto solo por el frente,
y con un pequefio orificio superior para la instalaciéon de una
camara de video)

Cdmara de video (actualmente muchos teléfonos celulares pue-
den ocuparse de esa funcion con excelente calidad en la imagen)

Procedimiento

El siguiente procedimiento ha sido adaptado de Smith y Burden (2014),
para ser llevado a cabo en el tiempo que toma una prdctica de laboratorio
de cuatro horas (ver video en el articulo3).

3 Para mayor facilidad, se incluye a continuacion enlace del video especificado, correspondiente al
trabajo de Smith y Burden (2014). Es el siguiente: http://www.jove.com/video/51057/a-proboscis-ex-
tension-response-protocol-for-investigatingbehavioral
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Preparacion de las abejas

Se captura a las abejas forrajeras cuando salen de la colmena. Cabe desta-
car que se debe utilizar vestido de apicultor al momento de acercarse a la
piquera de la colmena. De tal modo, el investigador ubica la base ancha de
la pirdmide a la entrada de la colmena, y, una vez tenga varias abejas (ca.
30), cierra la portezuela basal. A continuacién, esta se cubre con una manta
pequeria o una toalla, para transportar los insectos al laboratorio.

Posteriormente, se distribuyen las abejas en {rascos de vidrio con tapa
rosca (4 X 1,5 cm aprox., o un tamano similar), utilizando la apertura apical
de la pirdmide. Inmediatamente después, se procede a incluir cada tubo
con una abeja, en una cubeta que contenga hielo y agua, por cinco minutos
aproximadamente.

Una vez las abejas estén inmdviles por la disminucién de la temperatura
corporal, se procede a ubicarlas en las balas, o en celdas de resina previa-
mente marcadas con un niamero, asegurandose de usar la cinta sujetadora
de manera correcta. Aquello significa que la cabeza debe tener movilidad,
y las antenas y partes bucales, deben contar con libertad de movimiento.
Asimismo, mientras tanto, el resto del cuerpo debe quedar bien ubicado
adentro de la bala, a la vez que se revisa que las patas delanteras de la abeja
no sobresalgan; y, en general, esta debe estar correctamente inmovilizada,
sin maltratar a la abeja. A continuacién, el investigador debe alimentar a
las abejas con una gota de solucién de sacarosa 0,5 M, valiéndose de un
palillo. Una vez haya completado dicho procedimiento, se ubica a las abejas
en una caja de trabajo (caja plastica con papel absorbente humedecido en el
fondo), revisando que la humedad ambiental esté al 60 %, y la temperatura
en 20 ‘C (18-24 °C). Acto seguido, se dejan las abejas en reposo por 80
minutos, para permitirles adaptacién a ese primer procedimiento.

Posteriormente, se prepara el sistema de entrega del odorante en la jerin-
ga de 20 ml. Para ello, se coloca adentro de la jeringa un pedazo de papel
Whatman N.°1 de tamafio 1 X g cm, en el cual se han puesto 20 pl de la
esencia que se utilizard como estimulo condicionado (Ec). De acuerdo con el
nimero de abejas que se vayan a condicionar —en cuyo caso se sefiala que
es recomendado un minimo de 20 abejas—, se deben tener listas todas las
jeringas con odorante a utilizar —es decir, un minimo de 20 jeringas, una
jeringa para cada abeja—. Luego, se ubican las jeringas en la caja pldstica,
separadas de cualquier material que pueda emitir olor. Asimismo, en esta
fase se debe tener lista la solucién de sacarosa a una concentracién de 1,5 M
que se utilizard como estimulo no-condicionado (EN).
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Condicionamiento de las abejas

Se da inicio al proceso de condicionamiento cldsico absoluto, verificando
si cada individuo tiene una respuesta de sensibilidad al azicar. Para ello,
se toca la antena con una gota de solucién de sacarosa 0,5 M, utilizando
un palillo, y se observa si la abeja extiende la probdscide. Si no lo hace,
se descarta a dicho individuo del experimento. Como minimo, 20 abejas
deben manifestar sensibilidad.

De las abejas seleccionadas, se ubica una en el centro de la arena experi-
mental, y se la deja aclimatarse por un periodo de entre 15y 25 segundos. A
continuacion, se ubica la jeringa con el odorante A con la apertura dirigida
hacia las antenas de la abeja, a 15 cm de distancia de ella. Para estandari-
zar la cantidad de aire aromatizado entregada en cada ensayo, se sitia el
émbolo de la jeringa siempre en la misma marca antes de hacer la entrega,
y se lo empuja a una velocidad estable. Cabe sefalar que en el video se
usa un aparato automatizado para la emisién del aire y dispersién del olor
en la jeringa; sin embargo, valiéndose solamente de la jeringa, también
se consigue la realizacion del condicionamiento (Smith y Burden, 2014).
Posteriormente, se utiliza un protocolo de sobreposicién de estimulos con
distancia entre estimulos de g segundos entre ellos, como sigue: primero,
se hace la presentacién del odorante (Ec) por 6 segundos, de modo que
los g ultimos se sobreponen con la entrega del estimulo no-condicionado
(EN). Acto seguido, se deja descansar la abeja entre 15y 25 segundos, antes
de retirarla de la arena experimental, y ubicarla en una caja de espera para
el siguiente ensayo del entrenamiento. Es importante sefialar que antes de
ubicar la siguiente abeja, se debe extraer el aire que haya quedado en la
arena experimental, para evacuar posibles particulas del odorante. Con tal
propésito, después de cada ensayo, se utiliza un extractor o un tubo por
el cual se impulsa el aire, con ayuda de un ventilador manual. Ademds, se
recomienda instalar la cimara de video en la parte superior de la arena
experimental, con el fin de evitar el disturbio que se puede generar por el
movimiento y ajuste de la cimara de registro, permitiendo que el ambiente
que rodea a la abeja sea similar en la fase del condicionamiento y en la de
evaluacién del aprendizaje.

Se debe repetir el anterior entrenamiento con el odorante (Ec) con cada
una de las 20 abejas seleccionadas inicialmente. Es importante recordar
dejar descansar las abejas en la caja de trabajo. De tal modo, transcurrido
un periodo de 10 minutos, se puede iniciar la segunda ronda de entrena-
miento, siguiendo el mismo procedimiento del paso 1. En total, se hacen 6
repeticiones o ensayos de entrenamiento para cada abeja, con 10 minutos
de separacién entre cada ensayo.



130 - Biologia de la polinizacion

Evaluacion del aprendizaje

Se preparan 20 jeringas nuevas del odorante usado en el condicionamiento
(Ec) y 20 jeringas con un odorante diferente del Ec, nuevo para las abejas,
el cual se usa como control. Si los recursos lo permiten, se pueden utilizar
2 odorantes diferentes como control (20 de cada odorante). Asimismo, se
deben utilizar cajas para separar las jeringas de cada odorante.

De igual forma, como se procedié en la fase de condicionamiento, se
sitia la cdmara de video en la parte superior de la arena experimental, de
manera que la cabeza, las antenas, y la probéscide de la abeja sean grabadas
claramente durante el procedimiento.

Acto seguido, se presenta a cada abeja el odorante de control, sin sumi-
nistrar EN. Es importante iniciar la grabacion 20 segundos antes de exponer
a cada abeja al odorante, y continuar grabando 20 segundos después de
finalizada la presentacion. Ademads, se debe recordar mantener las mismas
condiciones del ambiente que haya habido durante la fase de condiciona-
miento, y extraer cualquier residuo del odorante entre cada evaluacién. Pos-
teriormente, se deja descansar a las abejas 10 minutos en la caja de trabajo.

En caso que se utilicen 2 aromas de control, se procede a presentar a
cada abeja el primer odorante Ec, sin suministrar EN, y se graba a cada abeja
de la misma forma que fue indicado anteriormente. Debe recordarse man-
tener las mismas condiciones del ambiente que han sido usadas durante la
fase de condicionamiento, y extraer cualquier residuo del odorante entre
cada evaluacion. De nuevo, se deja a las abejas descansar 10 minutos en la
caja de trabajo.

Posteriormente, se procede a presentar a cada abeja el segundo odorante
de control, sin suministrar EN, y se graba cada una de la misma forma que
ha sido indicada en el paso anterior. Es importante recordar mantener las
mismas condiciones del ambiente usadas durante la fase de condiciona-
miento, y extraer cualquier residuo del odorante entre cada evaluacion.

Luego, se revisa cada una de las grabaciones cuidadosamente, para re-
gistrar como positiva o negativa la respuesta de cada abeja a cada odorante.
Para tal fin, se puede usar un software con capacidad de medir intervalos de
tiempo entre cuadros especificos en el video (e.g., iMovie). En ese sentido,
se califica la respuesta de una abeja como positiva (+) cuando esta extienda
su probéscide mds alld de la linea ubicada entre las puntas de las mandibu-
las abiertas. Ademads, solo se marca una respuesta positiva cuando la abeja
extienda su probéscide después del inicio y antes de finalizada la adminis-
tracién del odorante. En tanto, se califica la respuesta de una abeja como
negativa (-), cuando no haya extensién de la probéscide durante el ensayo,
o si la probéscide se extiende después de la administracién del odorante. Es
importante registrar la puntuacién de respuestas parciales. Ademds, se mide
la duracién de la extension de la probéscide, que corresponde al tiempo
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total en que esta se extiende mds alld de la linea fijada entre las mandibulas.
De igual modo, durante una ventana de tiempo de 10 a 20 segundos, una
abeja puede extender y retraer su probéscide varias veces; por tanto, se debe
medir cada extension de esta individualmente para calcular la duracién total.

Preparacion del informe

A continuacién, se elaboran las curvas de respuesta para cada odorante,
graficando en el eje de las coordenadas el porcentaje de abejas que respon-
dieron en cada ensayo, y, en el de las abscisas, el nimero de la prueba. Se
deberan realizar graficos de box-plot (diagrama de caja), teniendo como base
dos aspectos: 1) tiempo total de extension de la probdscide, y 2) nimero
de extensiones de la probéscide individual, para cada tipo de odorante.
Luego, se sustentan los grificos con pruebas estadisticas (una prueba de
chi-cuadrado, o una prueba G con un grado de libertad para los ndmeros
de abejas positivas por odorante, y andlisis de varianza de medidas repetidas
para las variables 1y 2). Posteriormente, se discuten los resultados a la luz
de la literatura disponible sobre aprendizaje olfativo en abejas. Por tltimo,
se presenta la tabla con los datos tabulados en el laboratorio como anexo.

Practica 5.3. Efecto del valor economico
de las flores en el aprendizaje de senales
florales primarias y secundarias en un
contexto de forrajeo en la abeja de la
miel (Apis mellifera): técnica de vuelo
libre con parches de florales artificiales

Introduccion

La teoria del modelo de dieta 6ptima predice que al contar con dos opciones
alternativas las cuales ofertan alimento, los forrajeadores se especializardn
en el tipo de presa que ofrece el mayor retorno neto de energia, y asi op-
timizardn la explotacién del recurso alimentario (Krebs y Davies, 1986).
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En ese marco, la prediccién de tal modelo es de peculiar interés en la po-
linizacién bidtica, dado que la especializacién por uno de los dos recursos
florales tiene implicaciones en el éxito reproductivo de las angiospermas
que florecen simpdtricamente, y que compiten por polinizadores. De igual
modo, lo descrito tiene consecuencias en la capacidad del cerebro de las
abejas para tomar decisiones econémicas que las benefician. Por tanto, es
de gran interés conocer los factores criticos que afectan los procesos de dis-
criminacién y diferenciacién de flores simpatricas, al igual que los procesos
cognoscitivos que hay detrds de la plasticidad comportamental requerida
para optimizar la dieta, e incurrir en la especializacién de la constancia floral.

Objetivo

Se plantea el propésito de evaluar la capacidad de toma de decision de la
abeja melifera ante opciones florales diferentes en sefiales florales primarias
y secundarias, particularmente ante un contexto de forrajeo en el que se
utilizan parches de flores artificiales.

Hipotesis

Como hipétesis, se plantea que las abejas forrajeadoras de néctar toman
decisiones econémicas al escoger la alternativa que retorna la mayor ga-
nancia energética en su recompensa.

Materiales y equipos

Abejas entrenadas para visitar cebos alimentarios
Soluciones de sacarosa en concentraciones 1 M, 1,5 My 2 M, en
250 ml cada una

Flores artificiales azules

Flores artificiales amarillas

Base de madera con cuadricula de coordenadas cartesianas
Micropipeta

Pintura acrilica Testors

Palillos

Planillas para la toma de datos

Grabadora de sonidos y cdmara fotografica (opcionales)
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Procedimiento

El procedimiento aqui desarrollado consiste en una modificacién del mé-
todo de Wells y Wells (1983; 1986). De tal modo, este corresponde al de
Hill y Wells (2002), el cual se lleva a cabo al aire libre, y puede ser utilizado
fdcilmente en practicas llevadas a cabo en el campus. El parche se ubica
en un lugar situado a una distancia de entre veinte y cuarenta metros de
la colmena.

Se debe confirmar que las abejas visiten los cebos, lo cual requiere de
un entrenamiento a las abejas previo a la ejecucién de esta practica. En ese
contexto, los cebos contienen una solucién de sacarosa sin aroma. Adicio-
nalmente, se selecciona el espacio en donde se ubicardn los parches florales
para llevar a cabo los experimentos.

Ademads, antes de ejecutar el experimento, es aconsejable familiarizarse
con los tipos de parches florales que se utilizaran. Para ello, se hace una
prueba piloto en la cual se puede trabajar en grupos de dos o mds personas.
Con tal fin, se ensambla un parche de flores, de tal forma que este contenga
la misma densidad floral de cada color (amarillo y azul), teniendo en cuenta
que aquellas estén distribuidas de forma aleatoria con relacién a su color.
Es importante asegurarse de que las flores estén separadas entre si a una
distancia constante; para ello, se utiliza una base de madera con un arreglo
cartesiano que permita controlar las variables: densidad floral y distancia
entre flores. A continuacion, se vierten en cada flor 4 pl de recompensa,
usando la micropipeta, para garantizar el mismo volumen en todas las flores.
Es importante sefialar que en esta prueba se aprenderd a medir tiempos de
manipulacién floral, marcaje de las abejas para su identificacién individual
con un palillo suave, y manejo de la pintura Testors, para sefialar a las abejas
con un color distintivo en el térax u abdomen. Lo mismo corresponderd
al nimero de visitas florales consecutivas realizadas con viajes entre la col-
mena y el parche, al igual que a la diferenciacion de una visita floral en la
que ocurre alimentacion, y el tiempo de manipulacién para la obtencion
del néctar. En general, se busca identificar factores que puedan afectar el
experimento, y cémo controlarlos. Ademds, durante la fase piloto también
se entrena a los estudiantes o investigadores en el uso de la planilla que serd
utilizada para registrar los datos (tabla 5.1). Asimismo, al finalizar, se toma
una foto de la planilla, y se la envia al profesor o instructor, o se la sube a
la carpeta designada para tal fin.

En tanto, para registrar la toma de decision de las abejas, y el desarrollo
de preferencia aprendida, es necesario que las abejas puedan ver los colo-
res de las flores utilizadas. Con tal propésito, el estudiante le pregunta a su
profesora o instructor si la reflectancia de los colores utilizados fue realizada,
y si se cuenta con el mapeo de los colores utilizados, los cuales se represen-
tan en el modelo del espacio visual de las abejas (Chittka y Menzel, 1992).
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Durante la préctica, se realizan tres experimentos, con los que se observard
lo que suceda en tres casos: 1) con flores con igual recompensa, de modo que
tanto flores azules como amarillas tengan igual volumen y concentracién de
azucar; 2) con flores amarillas con mayor recompensa que las azules; y ) con
flores azules con mayor recompensa que las amarillas. Los tres experimentos
permiten reconocer si las abejas tienen preferencia o constancia espontdanea
ante alguno de los dos tipos florales (constancia espontdnea al color), y si los
individuos mantienen la preferencia (constancia) al color cuando el valor de
la recompensa difiere entre las opciones florales. A continuacién, se procede
a discutir y decidir acerca del volumen y la concentracién que se va a utilizar
en el primer experimento. Es importante tener en cuenta que una obrera
de la abeja melifera llena el buche con cerca de 60 pl de solucién, asi como
el nimero de visitas que se ejecutan por viaje registrado en la fase piloto.
Asimismo, para observar la variacion en las respuestas, cada grupo dentro
de la clase puede usar recompensas diferentes en el primer experimento y
para los otros dos; y, en tanto, unos grupos pueden evaluar diferencias en el
volumen, y otros, diferencias en la concentracién. Por ejemplo, experimento 2:
flores amarillas con 2,5 pl y flores azules con 20 pl, las 2 con concentracion
1,25 M; o experimento g: flores azules con 2,5 p1 y flores amarillas con 20 pi,
las dos con una solucién de sacarosa de concentracién 1,25 M. A su vez,
otros grupos pueden evaluar 10 p1 de solucién de sacarosa para los colores,

Tabla 5.1. Modelo de planilla a utilizar para registrar los datos de visitas a las flores
artificiales para cada experimento

Grupo de trabajo:

Fecha: Hora de inicio: Hora de finalizacion:
Experimento: Letra
para color

Color de la flor Volumen (pl) Concentracion (%,

molaridad)
Amarilla A
Azul B
Abeja Secuencia de colores visitados Total

Fuente: elaboracion propia
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pero con una concentracion de azicar diferente. Asimismo, se puede usar
en todos los grupos el mismo nimero de flores de cada color.

Mds adelante, el dia del experimento, se ubica el parche floral relativa-
mente cerca de los cebos efectivos indicados por el profesor o monitor; es
decir, a una distancia oscilante, por ejemplo, entre los 15y 25 m. A conti-
nuacion, se transfieren las abejas al parche, y, temporalmente, se tapan los
cebos, para evitar que estas se devuelvan a ellos, y se aliance su interés por
visitar las flores artificiales. Una vez se hayan marcado 2 o g individuos
por seccién, se pueden volver a abrir los cebos, con el fin de controlar la
poblacién que accede al parche. En ese contexto, se registra la secuencia de
colores visitados en cerca de 50 visitas para cada experimento. Ademds, se
debe utilizar una plantilla para cada fase experimental (tabla 5.1).

Preparacion del informe

Se procede a calcular los valores de preferencia y de constancia floral de
cada abeja en cada fase. En tal marco, es posible hacer un andlisis mixto, to-
mando como variable respuesta la proporcién de color visitada en cada fase.
Asimismo, se presentan luego los resultados, adjuntando tablas y graficas.
Por ultimo, se discuten los resultados a la luz de la literatura disponible sobre
plasticidad comportamental, constancia floral, y teorfas de forrajeo éptimo.
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Introduccion

Los polinizadores son fundamentales en el sostenimiento de la renovaciéon
de las semillas y la base de la cobertura vegetal, asi como para el funcio-
namiento de los ecosistemas terrestres. Dichos organismos aportan a la
reproduccion sexual del 9o % de las plantas con flores, y contribuyen a la
productividad de mds del 75 % de las especies de cultivos importantes (Klein
et al., 2007; Ollerton et al., 2011; Potts et al., 2016; 1PBES, 2016). Aquello
representa el 85 % del volumen de produccion agricola mundial. Asimismo,
alimentos como frutas y semillas, los cuales contribuyen a una dieta sana
y equilibrada en un sentido que va mads alld del consumo de calorfas, a la
vez que ofrecen micronutrientes fundamentales para la prevencién de en-
fermedades (vitaminas y minerales), son total o parcialmente dependientes
de polinizadores (Eilers et al., 2011). A su vez, los polinizadores sustentan
medios de vida sostenibles que vinculan ecosistemas, valores culturales, y
sistemas de gobernanza comunitarios en todo el mundo (Hill et al., 2019).
Por tanto, la conservacién de los polinizadores se ha vuelto crucial para
avanzar en los Objetivos de Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas
(Wood y DeClerck, 2015).

En las dltimas décadas, varios estudios han informado a su vez sobre
importantes disminuciones de las poblaciones de diferentes grupos de po-
linizadores, a lo cual se ha denominado la crisis de polinizadores (Biesmeijer
etal., 2000; Potts et al., 2010; 1PBES, 2016). Tal crisis involucra reducciones
en la abundancia y diversidad de abejas silvestres, atribuidas principalmente
a impulsores antropogénicos como la fragmentacién del hdbitat, la inten-
sificacion agricola y el cambio climdtico (Biesmeijer et al., 2006; Potts et
al., 2010). En ese marco, la intensificacién agricola y la urbanizacién han
reducido la diversidad y disponibilidad de hdbitats, lo cual amenaza a las
poblaciones de abejas silvestres que dependen en gran medida de los ha-
bitats naturales y seminaturales para obtener recursos florales y nidificar
(Saturni et al., 2016). Sin embargo, la crisis de los polinizadores gané vi-
sibilidad con la desaparicion de colonias de abejas meliferas (Apis mellifera);
fenémeno conocido como desorden del colapso de las colonias (ccp, del inglés,
colony collapse disorder). Con el ccp, se alerté e incentivé a las comunidades
humanas para la observacion de los polinizadores silvestres, el estado de
sus poblaciones, y el desarrollo de consciencia en torno a la conservacién
de estos organismos (Allen-Wardell et al., 1998; Kearns et al., 1998).

A su vez, la preocupacién mundial por el destino de los polinizadores
ha resultado en varios programas continentales, nacionales y regionales
orientados a hacer frente a la disminucién de polinizadores. En ese sentido,
Brasil fue un pais clave al liderar la conservacién de los polinizadores con la
Declaracion de Sao Paulo sobre polinizadores (Dias et al., 1999), la cual culminé
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con la formacion de la Iniciativa Brasileiia de Polinizadores (18P), guia para
otras iniciativas internacionales cuyo objetivo comun es el uso sostenible
y la conservacion de la diversidad de polinizadores en la agricultura y los
ecosistemas naturales. Igualmente, la Unién Europea ha propuesto una serie
de practicas de gestién para promover la conservacién de los polinizadores, y
mejorar los servicios de polinizacién (Scheper et al., 2013). Dichas practicas
incluyen el apoyo a sistemas agricolas diversificados, el mantenimiento de
pastizales permanentes, y la proteccion de caracteristicas particulares del
paisaje (Scheper et al., 2013; Dicks et al., 2016). En ese escenario, Colombia
también se sumé a dichos movimientos internacionales, con la Iniciativa
Colombiana de Polinizadores con énfasis en Abejas (1cpa) (Nates-Parra, 2016).
De tal modo, en esta se reconocié la vital importancia de los polinizadores,
y se diagnosticé el estado de conocimiento de las abejas y la polinizacion
ejecutada por dichos insectos. Posteriormente, se present6 el Plan de Accion
para la Iniciativa Colombiana de Polinizadores (1cp), el cual tiene por finalidad
fomentar y orientar la gestién del servicio ecosistémico de los polinizadores
en el pais, destacando la importancia de los diferentes grupos biolégicos
que prestan este servicio (abejas y otros insectos, aves y mamiferos, entre
otros), promovida por el Ministerio del Medio Ambiente (Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2018).

En el sentido descrito, sostener los servicios de polinizacién para asegurar
la produccién de alimentos presente y futura es actualmente un gran desafio
en el disefio de paisajes sostenibles, tanto agricolas como urbanos. A su vez,
la conservacion de los polinizadores es una gran tarea, y las lineas de accion
necesarias para conseguir ese objetivo son multiples (Nates-Parra, 2016),
todas las cuales atafien tanto a acciones individuales como institucionales.
Junto con el apoyo a los cambios estructurales dados en nuestras comuni-
dades, instituciones y paises, todos podemos contribuir en pequeiia escala
a la conservacién de los polinizadores. En el marco del proceso descrito, es
fundamental profundizar en el conocimiento del tema de la polinizacion.
De tal modo, las prdcticas presentadas a continuacion se orientan hacia el
aprendizaje de tres aspectos: 1) aumentar la disponibilidad de sitios de ni-
dificacion (prdctica 6.1); 2) conocer los recursos florales usados por abejas
que posteriormente pueden ser propagados y sembrados, con el objetivo de
mantener la disponibilidad de recursos alimenticios para los polinizadores
(prdcticas 6.2 y 6.3); y 8) educar a las personas sobre los polinizadores, y
su vital importancia para el bienestar humano (practica 6.4).
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Practica 6.1. Monitoreo de los
himenopteros que nidifican en
cavidades preestablecidas

Introduccion

Los himendpteros que anidan en cavidades preestablecidas, como algunas
especies de abejas, avispas y sus parasitoides, pueden ser bioindicadores
promisorios para evaluar el cambio del ecosistema y la calidad del hdbitat
(Tscharntke et al., 1998). En tal marco, estos himendépteros son importantes
para la manutencion de los ecosistemas naturales y agricolas. Por ejemplo,
las avispas son depredadoras importantes, y, por tanto, son valiosas en el
control biolégico de plagas en cultivos, y también pueden ser polinizado-
ras, ya que algunas especies también visitan flores para consumir el néctar
(Proctor et al., 1996). Con todo, las avispas satisfacen sus necesidades de
proteinas al consumir otros animales como orugas, arafias, afidios y es-
carabajos, y es con dichos insectos que abastecen los nidos para sus crias
(Krombein, 1967; Buschini y Woiski, 2008).

A su vez, las abejas solitarias se destacan como importantes polinizadoras
de plantas silvestres (Frankie et al., 19776). Asimismo, han sido cultivadas por
su alto potencial como polinizadoras de algunas plantas (Freitas y Pereira,
2004). Cabe sefialar que la mayoria de las especies de abejas son solitarias
(Michener, 2007); sin embargo, son las menos estudiadas. Lo anterior obede-
ce a que sus nidos son menos conspicuos que los de las abejas sociales, y son
mias dificiles de encontrar. Ademads, aunque algunas especies cavan agujeros
en la madera o en el suelo, aproximadamente el 5 % de todas las especies so-
litarias anidan en cavidades previamente establecidas (Krombein, 1967). En
cuanto atafie en particular al Neotrépico, las abejas solitarias han sido mejor
estudiadas en Brasil, en donde se han encontrado especies pertenecientes a
las familias Apidae, Megachilidae y Colletidae (Garofalo et al., 2004). En tal
caso, las hembras buscan ramas huecas o agujeros en la madera para hacer
su nido. De ese modo, construyen en dichas cavidades una serie de células,
cada una de las cuales tendrd un huevo y comida: generalmente, polen y néc-
tar. Ademads, los pardsitos de estas abejas —que corresponden mayormente
a cleptopardsitos— son insectos de los 6rdenes Hymenoptera, Diptera y
Coleoptera (Gazola y Garofalo, 2003). Cabe sefalar que las hembras de los
cleptopardsitos ovipositan en las células de cria de las abejas hospederas, y
cuando las larvas del pardsito eclosionan, se alimentan de las larvas hospe-
deras y/o del alimento almacenado por la madre (Gathmann et al., 1994).
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En ese contexto, los nidos trampa son cavidades construidas artificial-
mente en una gran variedad de materiales y dimensiones, usados para di-
versos fines como la proteccion y conservacion de las especies. Asimismo,
sirven para monitorear la diversidad de estos himenépteros; evaluar su
respuesta a los cambios en el hdbitat; y estudiar aspectos como la biologia
y bionomia de las especies, las dindmicas poblacionales, la ecologia de
comunidades, y las interacciones parasito-hospedero y planta-visitante,
por medio del estudio de aspectos como los recursos polinicos. En tal
escenario, estas abejas también se han utilizado para fomentar el servicio
de polinizacién en algunos cultivos como la acerola en Brasil por abejas
Centris sp. (Magalhdes y Freitas, 2013), y la alfalfa, particularmente con
abejas cortadoras de hojas (Megachilidae) en Norteamérica (Stephen,
1961), entre otros usos.

A su vez, en una revision reciente sobre el uso de esta técnica en el Neo-
trépico, Costa'y Gongalves (2019) reportan la existencia de dos estudios para
Colombia de las especies Euglossa hemichlora (Parra y Nates-Parra, 2009)
y Centris adani (Sanchez, 2017). En ese sentido, dicha técnica permite eje-
cutar estudios para explorar, conocer y monitorear la diversidad, asi como
los habitos de nidificacién de las especies de himendpteros solitarios que
anidan en cavidades preestablecidas en nuestro pats.

Objetivos

Se plantea el propésito de identificar y monitorear las especies de hime-
népteros que nidifican en cavidades preexistentes en el drea de estudio
seleccionada.

Asimismo, se plantea el objetivo de describir la dindmica de la poblacién
de las especies de himenépteros que anidan en cavidades preestablecidas,
y algunos aspectos de la nidificacion.

Materiales y equipos

Cartulina negra

Cinta de enmascarar

Tijeras

Regla

Bisturi

Nidos trampa

Placas de poliestireno extruido

Estaca de madera para colocar los nidos
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Estructura de madera para perforar los nidos

Bloques de madera

Piezas de bambu (preferiblemente de dimensiones inferiores a
2 cm de didgmetro y 15 cm de largo)

Tejas para cubrir los nidos

Cuerda

Otoscopio (opcional)

Marcador indeleble

Tubos de ensayo, tubos falcén o tubos de pvc (de 2 em de did-
metro, 20 cm de largo)

Tela de malla y malla metadlica

Cdmara letal de acetato de etilo o de cianuro

Materiales para montar insectos

Formatos o libreta de campo para registro de datos

Procedimiento

1. Seleccion del area de estudio

En primer lugar, se establece el drea de interés en que se va a monitorear la
fauna de himendpteros que nidifican en cavidades preestablecidas. De tal
modo, se deben elegir al menos dos lugares diferentes separados al menos
200 m entre si, para la instauracién de los nidos. Estos pueden ser troncos
de drboles; lugares abiertos en los que se pueda colocar una base para los
nidos, o puede ser inclusive una cerca, o la parte externa de construcciones
humanas en donde los nidos queden protegidos de la lluvia. En todo caso,
se deben elegir lugares con diversidad de recursos florales. En ese sentido,
pueden ser jardines o dreas de vegetacion natural, teniendo en cuenta que
el nido quede por encima de la vegetacion, para que sea visible y de facil
acceso a los insectos.

2. Construccion e instalacion de los nidos

Es importante que, para conocer y monitorear la diversidad de estos anima-
les, se utilicen diferentes tipos de sustratos o nidos, para atraer una varie-
dad mds amplia de especies. De tal modo, en esta guia se proponen cuatro
meétodos, los cuales son descritos a continuacién, y pueden ser adaptados
de acuerdo con los materiales disponibles. Asimismo, pueden ser utilizados
seguin diferentes preguntas de estudio.



148 -« Biologia de la polinizacion

Bloques de madera con tubitos de cartulina

En este proceso, se hace uso de una metodologia adaptada de Camillo
etal. (1995). En un bloque o cubo de madera, se taladran orificios de dife-
rentes didmetros (8, 5, 7 y 9 mm), de al menos 10 a 15 cm de profundidad.
También es posible traspasar el bloque, como se observa en la figura 6.1 A
y B. A continuacién, dentro de los nidos se sittian los tubitos de cartulina
negra (figura 6.1 C), de 8, 5, 7 y 9 mm de didmetro, y de1o a 15 cm de
largo, construidos a partir de rectangulos (tabla 6.1). Luego, se debe cerrar
uno de los lados, para lo cual se puede usar cartulina negra.

Nidos de poliestireno expandido con tubitos de cartulina

A continuacién, se implementa una técnica modificada de Taki et al.
(2008). Con relacién a la anterior técnica, esta tiene la ventaja de que los
nidos quedan muy livianos si se requiere transportarlos en campo. De
igual modo, se utilizan tubitos de cartulina de diferentes didmetros (g, 5, 7
y 9 mm), como los usados en la técnica descrita anteriormente (tabla 6.1;
figura 6.1 C). En tanto, para hacer el nido, se usa una caja de cartén (que
puede ser de leche o cualquier Tetra Pack), dentro de la cual se pone un
cubo de poliestireno expandido (figura 6.2). Posteriormente, se hacen los
orificios de los didmetros correspondientes a los tubos (8, 5, 7 y 9 mm).
Opcionalmente, la caja se puede cubrir con yuta, la cual apoya el aislamiento
térmico. En ese sentido, se recomienda cubrir la caja con teja, en caso de
que quede expuesta, para protegerla de la lluvia (figura 6.2 C). Asimismo,
se puede usar un soporte de madera para colocar el nido, o amarrarlo a
una cerca, o ubicarla en una construccién humana.

Figura 6.. Nidos de madera con tubitos de cartulina

Nota: A) Nido apoyado en una construccién (ventana). B) Detalle de los tubitos
insertados en el bloque de madera. C) Tubito de cartulina negra cerrado en uno de los
extremos

Fuente: cac
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Tabla 6.1. Diametro de los tubos y dimensiones correspondientes de la cartulina

Diametro del tubo (mm) Tamano del rectangulo (ancho x largo
en cm)
3 1,0 X IO
5 1,6 x 10
7 2,2 X 10
9 2,0 X 10

* Nota: se aconseja que, de tratarse de cartulinas, estas tengan 5 mm mads de ancho para
egar el tubito. O bien que tengan el doble de ancho, para que el tubo quede mads fuerte
peg | g p | |
y reforzado.

Fuente: elaboracion propia

Nidos de madera sueltos
A su vez, las dos técnicas descritas a continuacién, permiten el uso de sustratos
naturales; particularmente, la madera y el bambu. En tal caso, en bloques o
prismas rectangulares de madera, se hacen orificios de diferentes didmetros,
que oscilan entre 1y 2 cm, y tienen 10 cm de profundidad (figura 6.3 D).
A continuacién, estos se cortan en dos mitades, para facilitar la apertura y
el conteo del nimero de células de cria (figura 6.3 E-D). Posteriormente,
estos se pueden colocar en un soporte protegido, o sujetos a un drbol a
1,5 m de altura aproximadamente, o apoyados en construcciones humanas

(ver figuras 6.3 A-B).
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Figura 6.2. A) Caja con los tubos de cartulina sujetados a un soporte de madera. Es
importante senalar que, en lugares con muchas hormigas, se puede poner aceite
de carro para evitar que invadan el nido, y se alimenten de los recursos o las
larvas. B) Detalle de la caja con los tubos. C) Teja plastica que protege los nidos.

Fuente: LABEA/UFBA

Nidos de bambi

En este caso, se deben usar trozos de bambu de diferentes didmetros (pre-
feriblemente menores a 2 cm), y aproximadamente 15 cm de largo (figura
6.3 E). Ademads, antes de fijar los trozos de bambu, es necesario cortarlos
a la mitad en el plano transversal, de la misma forma que la madera; en
tanto, las dos mitades pueden mantenerse juntas con cauchos o cinta (fi-
gura 6.3 D). En tanto, los tubos deben estar sellados en uno de los lados
por el propio nudo (figura 6.3 E). Estos se pueden disponer en campo de
la misma forma que la madera descrita en el item anterior.
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Figura 6.3. Nidos de Bambii y madera

Nota: A) Soporte para los nidos. B) Nidos de madera sujetos a un drbol con ayuda de
soporte plastico. (Fuente A-B: Biosis/urBa). C-D) Nido de madera. E) Nido de bambui.
(Fuente C-E: cac).

3. Monitoreo o inspeccion de los nidos en campo

Se deben revisar e inspeccionar los nidos cada dos semanas. Con todo,
cabe sefialar que, dependiendo de las especies y sus ciclos de anidacion,
se puede aumentar el intervalo de inspeccién para que sea de tres a cua-
tro semanas. Ademds, se debe examinar cada uno de los tubos colocados;
opcionalmente, se puede usar un otoscopio. Asimismo, los tubos sellados
(figura 6.4 A) deben ser llevados al laboratorio, y substituidos por otros
vacios del mismo tamarno.

En tanto, para transportar los nidos al laboratorio, se debe marcar cada
tubo con la informacion del punto de muestreo, el tipo de nido, y la fecha.
A lo largo del proceso, es fundamental tener cuidado de evitar movimien-
tos bruscos, y no girar el nido, ya que eso puede perjudicar a las larvas;
se recomienda marcar la parte de arriba. Ademds, si el laboratorio estd
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alejado del drea de estudio, es importante transportar los nidos con mucho
cuidado; para ello, se pueden usar espuma y cajas, pues en ellas es posible
guardar los tubos. O bien, se puede usar una caja igual a la de los nidos de
poliestireno para el transporte.

Figura 6.4. A) Tubo sellado que evidencia haber sido nidificado. B) Nidos protegidos
con tubos de ensayo, en cuyo caso es importante dejar espacio en la entrada del
nido para que los insectos puedan salir. C) Nidos protegidos con tubo pvc, algunos
cubiertos con malla metalica, y otros con tela de malla. D) Adulto de Centris analis
emergente.

* Nota: las figuras B a D corresponden a nidos acondicionados en el laboratorio para
inspeccion.

Fuente: cac
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4. Inspeccion de los nidos en laboratorio

Si el laboratorio se encuentra en otra region, y las condiciones climadticas
son muy diferentes a las del lugar donde se instalaron los nidos, se debe
usar una camara de germinacién o incubadora para simular la temperatura
y la humedad —v, si es posible, el fotoperiodo— de la region en estudio.
En ese contexto, los tubos se deben acondicionar en un lugar limpio y ai-
reado. Asimismo, se debe cubrir la entrada, para poder capturar a los adul-
tos emergentes; para ello, se pueden usar diferentes materiales, como por
ejemplo tubos de pvc, tubos Falcon, o tubos de ensayo cubiertos con rejillas
metdlicas o tela de malla (figura 6.4 C-D). Cabe sefialar que la revisién de
los nidos se debe hacer diariamente, a la vez que se anota el nimero de
adultos que emergen, junto con la fecha y cantidad, en una planilla como

la de la tabla 6.2.

Tabla 6.2. Modelo de tabla de registro de abejas emergentes

N.° tubo Punto  Tipo de Diametro Especie Fechay ndmerode Obser-

nido del tubo emergentes vacio-
nes
1 a Bloque de 9 mm Sp. 1 0o1/08/19 2
madera
02/03/19 1
05/08/19 1

* Nota: es importante tener en cuenta que los individuos de un mismo nido o tubo no
siempre eclosionan el mismo dia; pueden hacerlo en diferentes fechas.

Fuente: elaboracion propia

Se procede a sacrificar a algunos individuos en camara letal de acetato
de etilo o de cianuro, para la identificacién taxonémica de las especies.
Asimismo, si el drea en estudio es préxima al laboratorio, los individuos se
pueden soltar después de haber sido registrados.

Al final del experimento, se procede a abrir los nidos (figura 6.5 A), y a
contar el nimero de celdas de cria. De igual modo, se estima la mortalidad
(nimero de larvas y adultos muertos), y el nimero de individuos emergentes
por nido. En tanto, si hay parasitos, es momento de registrarlos.
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Preparacion del informe

En esta fase, se presenta la riqueza y abundancia de emergentes, el nimero
de nidos fundados, la mortalidad de los animales, y el numero promedio
de células construidas por las especies encontradas. Asimismo, se calcula la
proporcién de nidos colonizados, y la tasa de emergencia. De igual forma,
se verifica si hay preferencia en el tamano (el didmetro), y el tipo de mate-
rial de la cavidad (o tubo) colonizada por las diferentes especies. Ademis,
se presentan los resultados con ayuda de grificos y tablas (ver modelo de
la tabla 6.3). Del mismo modo, se investiga en torno a la biologia y las
funciones ecosistémicas que desempefian las especies capturadas. A con-
tinuacion, se discuten los resultados, y se comparan con la literatura. En
tal marco, si hay una lista de especies para el drea de estudio, se procede a
discutir si hay otras posibles especies que podrian nidificar en esa regién,
o si hay registro de nuevas especies.

Por ultimo, se da el espacio para destacar dificultades, recomendaciones
y sugerencias para estudios futuros.

Tabla 6.3. Modelo de tabla de resultados para cada nido y especie con ejemplos

Punto  Especie Tipode NOmero Diame- NUmero Mortali- Totales
nido deltubo tro del total de dad emer-
tubo células gentes
de cria
I Sp. 1 Madera I 15 mm 5 I 4
I Sp. 1 Bambu 3 15 mm 2 [o) 2
2 Sp. 2 Poliesti- ® 7 mm 6 2 4

reno

Fuente: elaboracion propia
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Practica 6.2. Evaluacion de los recursos
polinicos utilizados por las abejas que
nidifican en cavidades preestablecidas

Introduccion

Estudiar las relaciones que hay entre las plantas y las abejas en los ecosiste-
mas es fundamental para comprender su funcionamiento. En ese contexto,
una de las herramientas disponibles para identificar los recursos florales que
utilizan las abejas solitarias es examinar los residuos de polen postemergencia
obtenidos después de la eclosion de las crias por medio de la palinologia.
Es importante sefialar que esta es una técnica cuantitativa la cual permite
evaluar la amplitud del espectro de fuentes de alimentos usadas por las
abejas, asi como detectar fuentes con baja frecuencia (Aguiar et al., 2010).
De tal modo, la palinologia se ha empleado para identificar las fuentes
de alimento de varias especies que nidifican en cavidades preestablecidas
del género Centris, Xylocopa, Tetrapedia y Epicharis, en Brasil (Gaglianone,
200j5; Régo et al., 2006; Dérea, 2007; Mendes y Régo, 2007; Ramos et
al., 2007; Bernardino y Gaglianone, 2008; Ddérea et al., 2009; Silva et
al., 2010; Rocha-Filho et al., 2017; Lima et al., 2017). En ese escenario, el
conocimiento de las especies de plantas usadas por las abejas es importante
para la conservacién y el aumento de sus poblaciones por medio del enri-
quecimiento del habitat, y el conocimiento de la biologia de las especies.
Ademds, este auxilia el manejo y la seleccion de especies para polinizacion.

Objetivo

Se plantea el propésito de reconocer las fuentes de recursos florales usa-
dos por las abejas solitarias, mediante la identificacién de granos de polen
residuales del nido.

Materiales y equipos

Pinzas
Marcador indeleble
Gelatina

Tubos Falcon
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Acido sulfirico
Acido acético glaciar
Anhidrido acético
Alcohol al 70 %
Glicerina

Agua destilada
Pipeta de vidrio
Pipeteador

Matraz de fondo redondo de 250 ml
Beaker de 1000 ml
Gradilla metdlica
Termoémetro

Varilla de vidrio
Centrifuga

Bano de Maria

Procedimiento

1. Coleccion del material polinico

Después de la emergencia de los individuos, se recolectan las heces y el
polen residual de las células de cria para andlisis, dejando de lado el barro
y la arena (figura 6.5 B-C). Para esa tarea, se pueden usar pinzas metalicas,
las cuales es importante esterilizar con la ayuda de mechero y alcohol al
70 %, para evitar la mezcla del polen de las diferentes muestras. Las mues-
tras de polen se maceran en alcohol al 70 %, y luego se filtran con un filtro
metidlico limpio a un tubo Falcon (ver anexo §.5).

2. Preparacion para la acetolisis

Los procedimientos expuestos a continuacién estdan basados en el trabajo
de Silva (2014). Ademds, también se pueden usar como guias los protoco-
los ilustrados, para llevar a cabo las acetdlisis presentadas en el anexo g. Se
debe transferir el material polinico de cada nido a tubos Falcon (de 15 ml),
debidamente etiquetados con las informaciones del nido (N.° del tubo).
Asimismo, se puede usar una gradilla para colocar las muestras que serdn
acetolizadas. A continuacién, se adicionan 4 ml de alcohol al 70 %, y se dejan
reposar las muestras por al menos 24 horas. Después de pasadas 24 horas,
los tubos se centrifugan por 10 min, a una rotacién de 2000 r. p. m. (ro-
taciones por minuto), y se descarta el etanol, girando rapidamente el tubo
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de cabeza para abajo, para evitar la pérdida del material. Posteriormente,
se adicionan 4 ml de dcido acético glacial, usando una pipeta de vidrio y
un pipeteador, y se deja reposar por 24 horas. Este procedimiento debe
ser realizado en la campana extractora, usando tapabocas, guantes y bata
de laboratorio.

Figura 6.5. Nido de Centris tarsata que ejemplifica algunas etapas de procedimiento

Nota: A) Nido que muestra las diferentes células de cria hechas de barro, arena y aceites
florales principalmente. B) Residuo de las células de cria después de la emergencia
(visto al estereoscopio); las flechas indican el material que fue separado, tratdndose

principalmente de residuos de polen y heces. C) Material separado y colectado para
acetolisis. D) Abeja colectora de aceite C. tarsata de nidos trampa de la region de
la Chapada Diamantina, estado de Bahia, Brasil. E) Byrsonima sp. ¥) Asteraceae sp.
G) Vernonia sp. H) Croton sp.

* Las figuras E a H corresponden a los tipos polinicos acetolizados mas comunes en los
nidos de C. tarsata, captados con fotografias de microscopio 6ptico.

Fuente: cac
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3. Preparacion de la mezcla acetolitica

Posteriormente, el material se somete al proceso de acetdlisis, siguiendo
el método descrito por Erdtman (1960), el cual se ilustra en el anexo 3.3.
A continuacién, el material se transfiere a tubos Eppendorf, o bien es po-
sible continuar el proceso de acetdlisis en el mismo tubo Falcon, como se
describe a continuacién, cual corresponde al procedimiento derivado de
algunas adaptaciones del trabajo de Silva (2014). En tal marco, la mezcla
acetolitica debe ser preparada en el momento en que se va a usar; por eso,
se debe hacer tnicamente la cantidad exacta para el material que va a ser
acetolizado, pues la mezcla quimica no debe ser guardada para su posterior
utilizacion.

A continuacion, se hace el cdlculo de 5 ml de la mezcla acetolitica para
cada muestra. LLa medida corresponde a nueve partes de anhidrido acético
para una de dcido sulftrico (9:1). Es importante tener cuidado de no inver-
tir el orden. Asimismo, la mezcla se debe realizar en la campana, usando
un matraz de vidrio de 250 ml, el cual debe estar dentro de un Becker de
1000 ml con bastante hielo. Acto seguido, en el matraz se coloca el an-
hidrido acético con auxilio de pipeta y pipeteador. Después de adicionar
el anhidrido acético, se adiciona lentamente el dcido sulftirico, dejandolo
escurrir por la pared del matraz. Es también importante sefalar que lo an-
terior se debe hacer teniendo el cuidado de mezclar la solucién con bastén
de vidrio (30 cm), hasta que la solucién sea homogénea.

4. Acetolisis

Pasadas 24 horas, se descarta el dcido acético centrifugando por 5 minutos
a una rotacién de 2000 r. p. m. Luego, se debe descartar el sobrenadante
en un recipiente de vidrio adecuado para ello, segtin las normas de labora-
torio. A continuacién, se ubican los tubos Falcon en los que se va a ejecu-
tar la acetdlisis en una gradilla de metal, para ponerlos posteriormente en
el bafio de Maria junto con los tubos. Posteriormente, se adicionan 5 ml
de la mezcla acetolitica, y se mantienen los tubos con el bastén de vidrio
en su interior. Se procede entonces a llevar los tubos al bafio de Maria a
80 °C, y se los deja ahi por § minutos, el cual es el tiempo que usualmente
demoran en alcanzar 100 °C; y, al mismo tiempo, con el bastén de vidrio,
se mezcla cuidadosamente el sedimento. Se vera el material polinico os-
curecerse. Después del cocimiento del material polinico, se retira cuida-
dosamente el bastén de vidrio de todos los tubos, se cierran los tubos, y se
los agita manualmente. Luego, se centrifuga el material por § minutos a
3000 1. p. m., y se descarta el sobrenadante. Es importante sefialar que la
mezcla acetolitica debe ser cuidadosamente descartada en frasco de vidrio
oscuro debidamente identificado para su correcto descarte. A continuacion,
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se adicionan 10 ml de agua destilada, se cierra el tubo, y este se agita bien
para que el material polinico sea lavado. Posteriormente, se centrifuga por
g min a 3000 r. p. m. y, en seguida, se descarta el agua. Mds adelante, se
puede repetir este procedimiento de lavado. Luego, se adicionan 2 ml de
glicerina al 50 % (glicerina + agua destilada). Es importante sefalar que se
recomienda que el material polinico se mantenga por al menos § minu-
tos en el agua glicerinada, antes de preparar las ldminas para hidratar los
granos de polen.

5. Preparacion de las [aminas

En esta fase del procedimiento, las muestras de polen se centrifugan en
la solucion acuosa de glicerina durante 3 minutos, a 3000 r. p. m. Lue-
go, se descarta el sobrenadante. Asimismo, para realizar el procedimiento
correspondiente a las laminas, se debe seguir el protocolo de montaje de
muestras de polen (anexo g.7). Se deberd realizar el procedimiento con al
menos g ldminas por muestra. Y, después de extraer el polen de la mues-
tra, se procede a adicionar 2 ml de glicerina nuevamente; de esa forma, el
polen acetolizado se puede almacenar en tubos cerrados herméticamente,
por tiempo indefinido.

6. Conteo e identificacion del material polinico

Para finalizar, se cuentan por lo menos goo granos en el microscopio éptico
(en el anexo 2.8 se puede ver un ejemplo de cémo realzar el recorrido por
ldimina para el conteo del polen), usando una planilla como la mostrada en
la tabla 6.4 para registrar los datos. Posteriormente, se toman fotos de los
tipos polinicos encontrados (ver figuras 6.5 E-H), y se cuenta cada uno, hasta
completar 300 granos en total de todos los tipos. En tal marco, la identi-
ficacién del polen se ejecuta por medio de la comparacién con los granos
de polen de las plantas, depositados en palinotecas o catdlogos polinicos.
Asimismo, para una determinacién mds especifica, es relevante conocer bien
la flora del drea del estudio, y verificar la floracién de las especies durante
la recoleccién de material de las abejas. Ademas, es importante elaborar
laminas del polen de estas plantas, y describir los granos de polen (Silva,
2014). De igual modo, si una especie de abeja coloniza muchas cavidades,
no es necesario examinar el polen de todos los nidos; por el contrario, se
puede extraer una muestra representativa por punto que contemple los
diferentes periodos de muestreo.
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Tabla 6.4. Modelo de tabla de registro del conteo de los granos de polen por tipos
polinicos para las diferentes especies de abejas*

Espe- N°de Tipo1 Tipo2 Tipo3 Tipos4 Tipos Tipo6 Nime-

cie tuboy ro total
nido de
granos
Sp. 1 1/ 120 8o 50 5 - - 300
madera
Sp.2 2/ bam- - - 20 - 250 30 300
bu

* Nota: se deberdn contar 300 granos por muestra.

Fuente: elaboracion propia

Preparacion del informe

En este punto, se plantea el propésito de describir, cuantificar e identificar
los tipos polinicos encontrados en los nidos de las abejas. {Cudles fueron
los recursos florales mas colectados por las especies? Se comparan los da-
tos recogidos con la literatura. El investigador debe definir cudles especies
vegetales elegirfa si se le consultara sobre las que corresponde plantar para
aumentar las poblaciones de abejas que nidifican en cavidades preestableci-
das. Asimismo, debe argumentar su decisién, apoydandose en sus resultados
y en la literatura.
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Practica 6.3. Palinologia aplicada al
conocimiento de recursos florales
usados por abejas sociales

Introduccion

La palinologia aplicada a los estudios sobre la interaccién entre planta y abeja
puede implicar 1) estudios sobre la funcién de polinizacién de visitantes
florales (ver préctica 4.2); 2) el conocimiento de la dieta y las preferencias
alimentarias de las especies de abejas; y 8) el estudio de sobreposicién de
nicho tréfico entre las especies que coexisten en un drea determinada. De
tal modo, la palinologia resulta un método bastante efectivo, porque revela
mucha mds informacién del rango de accién de las abejas, que dificilmente
puede ser conseguida mediante la observacion directa de las visitas flora-
les hechas por las abejas. Por esa razon, los estudios palinolégicos son de
suma importancia para determinar las relaciones que mantienen las abejas
con las plantas en un drea determinada, asi como para identificar recursos
florales importantes para su supervivencia. De manera practica, los andli-
sis palinolégicos permiten conocer las plantas que usan las abejas sociales
que son manejadas en el contexto agropecuario (Apis mellifera y abejas sin
aguijon) para producir miel y almacenar polen (figura 6.6). En el caso de
la miel, se parte ademads del hecho de que la abeja, al recoger néctar de la
flor, arrastra también una cantidad determinada del polen de esa especie, el
cual permanece en la miel, y permite conocer su origen floral. Asimismo,
cuando el polen madura en el interior de las anteras de las flores, estas se
abren, y el polen cae, contaminando el néctar. Esta contaminacién aumenta
cuando las abejas, al libar el néctar, se ponen en contacto con las anteras.
En tanto, el recuento y la clasificacién del polen en la miel, en categorias
preestablecidas, permite inferir la intensidad con que fueron utilizadas
distintas plantas (Louveaux et al., 1978; figura 6.7). A dicha determinacién
del origen del polen se la designa con el nombre del origen botdnico, y
su conocimiento es importante, debido a los constantes incentivos que se
hacen en el desarrollo de la apicultura y meliponicultura, y la posibilidad
de comercializar mieles diferenciadas (Nates-Parra et al., 2013; Chamorro
et al., 2017).

En ese marco, debido a la gran cantidad de especies de plantas que pueden
estar presentes en un drea determinada y que las abejas pueden visitar, mu-
chas veces es imposible determinar la especie exacta con los granos de polen.
En particular, especies del mismo género, o correspondientes a géneros de
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la misma familia taxonémica, presentan mucha similitud morfolégica entre
sus granos de polen. Por tal razén, con el fin de dar orden a las diferentes
formas de polen identificadas en una muestra, y no introducir errores de
andlisis, en los estudios palinolégicos es comun definir tipos polinicos. En
ese sentido, un tipo polinico puede hacer referencia a una especie de plan-
ta; a varias especies de un mismo taxén, o a varios taxones (Barth, 1989).

Figura 6.6. Productos de abejas sociales. A) Miel apicola de Apis mellifera. B) Polen
apicola de Apis mellifera. C) Potes de polen y de miel de nido de abeja del género
Melipona. D) Potes de polen y de miel de nido de abeja del género Nanotrigona.

Fuente: rjc

Para apoyarse en la identificacion de los tipos polinicos, una herramien-
ta fundamental es una coleccion o palinoteca de referencia. Esta deberd
corresponder especificamente a preparados preferiblemente permanentes
de granos de polen correspondientes a especies de plantas de las que fue
obtenida la muestra, sean estas o no de importancia apicola. En tanto, uno
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de los principales objetivos de los andlisis palinolégicos de productos de
las abejas es también poder certificar su origen geogrdfico (Nates-Parra
et al., 201g; Chamorro et al., 2017). De ello se deriva que, cuando se hace
un andlisis de una muestra, en el levantamiento palinolégico cuantitativo
y cualitativo —es decir, su espectro polinico— se incluyen especies nec-
tariferas, poliniferas y/o anemdfilas, que en conjunto evocan la region de
procedencia. Asimismo, hay tipos polinicos que actian como verdaderos
marcadores geograficos, los cuales permiten una denominacién de origen
para los productos (Barth, 1989; Nates-Parra et al., 2018; Chamorro et al.,
2017). A su vez, la clasificacion de las especies de plantas como nectariferas,
poliniferas y/o anemdfilas, depende de su sindrome de polinizacién, pero
también del conocimiento que se tenga de las preferencias de las abejas por
la especie de planta. Por ejemplo, especies de plantas del género Mimosa
(Fabaceae) producen néctar; sin embargo, dada la cantidad de anteras, las
abejas recolectan principalmente polen de las flores.

Después de que se ha hecho el conteo, asi como las identificaciones de
tipos polinicos, en las mieles se ha propuesto clasificar los granos de polen
en cuatro clases o categorias. En ese sentido, se denomina polen dominante
a aquel que se encuentra en un porcentaje superior al 45 % del total; polen
secundario al que constituye del 15 al 45 % del polen total; polen de menor im-
portancia al que representa del g al 15 % del total, y polen en traza al que esta
presente en un porcentaje inferior al g % del total (Louveaux et al., 1978;
figura 6.7). En ese contexto, la presencia de polen dominante caracteriza a
las mieles monoflorales (provenientes de modo predominante de un tinico
tipo de flor); en cambio, cuando ningtin tipo de polen representa el 45 %
del total, la miel que lo contiene es clasificada como mixta o multi o polifloral,
dado que proviene de muchos tipos florales (Louveaux et al., 1978; figura
6.7). Asimismo, las mieles también se pueden clasificar como oligoflorales,
cuando presentan dos o mds especies secundarias (16-45 %) pertenecientes
a una misma familia; biflorales, cuando presentan dos especies secundarias
de diferente familia; poliflorales, cunando presentan mas de dos especies se-
cundarias; y multiflorales cnando no se presenta ninguna especie secundaria
o dominante (< 16 %) (Ramirez-Arriaga et al., 2011; figura 6.7).

En el contexto expuesto, el andlisis numérico de las muestras de miel,
no proporciona datos exactos del porcentaje de néctar ofrecido por las es-
pecies vegetales que contribuyeron a la produccién de miel. Ademds, no
hay una relacién general y constante entre la cantidad de néctar y de granos
de polen producidos por las plantas, de modo que cada especie debe ser
considerada por si misma (Barth, 1989). En tal marco, debe modificarse
la asignacion del 45 % del total de polen como criterio para definir a una
miel como monofloral, en el caso de que las mieles provengan de dreas en
las que dominen plantas cuyas flores son pobres en polen, como sucede
con diversas variedades de citricos, o que poseen una particular biologia
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Figura 6.7. Clasificacion de tipos polinicos segln su abundancia relativa y del
tipo de miel o polen, acorde con la dominancia de los tipos polinicos, basada en
Louveaux et al. (1978) y Ramirez-Arriaga et al. (2011).

Fuente de imdgenes: Fjc

floral, como es el caso de la alfalfa. Asimismo, el caso es igual para aquellas
plantas cuyas flores son ricas en polen, como sucede con el eucalipto o el
castano. Ademds, también es posible ejecutar un ajuste de la abundancia
relativa estimada para cada tipo polinico por muestra (Almeida-Muradian
et al., 2020). Dicho ajuste consiste en eliminar del espectro polinico de las
muestras las plantas anemdfilas, o, principalmente, poliniferas, y dar arreglo
al aporte de recursos de plantas productoras de poco néctar y mucho polen
(especies superepresentadas, como la mimosa), y de plantas productoras de
mucho néctar y poco polen (especies subrepresentadas, como por ejemplo
plantas de los géneros, Croton de la familia Euphorbiaceae, e Hyptis, de la
familia Verbenaceae). De ese modo, al polen total contado por muestra —en
un marco caracterizado por que la suma de polen debe comprender mas de
300 granos de polen contados—, se le debe restar el nimero de granos de
polen correspondientes a plantas anemdfilas y plantas poliniferas, de modo
que queda un segundo total, el cual corresponde a las plantas nectariferas.
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Con relacién a este total, se calcula el porcentaje de las diversas plantas
nectariferas identificadas en el espectro polinico. En tanto, teniendo ese
resultado a mano, se consideran las propiedades de las especies nectariferas,
en cuanto a la subrepresentacion o sobrerepresentacion de granos de polen
(Almeida-Muradian et al., 2020).

A su vez, para el caso del andlisis del polen apicola, del polen de potes,
o el pan de abejas, cuando se hace sobre una muestra global que contiene
muy probablemente diferentes cargas corbiculares monoflorales o mezcla
de polen de varias especies, también se puede utilizar la misma clasificacién
de las mieles, basindose en su abundancia relativa. Sin embargo, al igual
que con una muestra de miel, después de que se han realizado los conteos,
es posible hacer ajustes o correcciones para tener una mejor aproximacion
de la importancia relativa de las fuentes de polen. En ese sentido, la co-
rreccién volumétrica, propuesta por Tasei y Picart (1973) y revisada por
Silveira (1991), es una de las mads usadas. Aquella estd basada en la varia-
cién del tamafio de los granos de polen entre especies de plantas, la cual
puede determinar la contribucién real de una especie de planta a la dieta
de una abeja. De tal modo, las frecuencias obtenidas por conteos de polen
pueden no representar la contribucién en peso o volumen de cada planta a
la muestra total. En ese marco, una especie de planta con pocos granos de
polen de gran tamafio (e.g., 100 pm) puede ser tan importante como una
especie con muchos granos de polen, pero pequefios (e.g., 10 um). Si bien
tal correccién no serd objeto de esta practica, recomendamos su estudio y
evaluacion en los trabajos citados anteriormente.

Objetivos

Se propone identificar las fuentes de recursos florales usados por abejas
sociales mediante un andlisis palinolégico de miel y polen corbicular.

Materiales y equipos

Para el desarrollo de esta practica, el estudiante deberd conseguir una
muestra de miel (50 ml) y una muestra de polen (50 g) de Apis mellifera
(figura 6.6 A-B). En tal caso, las muestras pueden ser de miel de la que se
disponga en la casa, o compradas en tiendas naturistas. También pueden
ser muestras de abejas sin aguijén manejadas a la que se tenga acceso, para
tener certeza de la especie, y se puede tomar directamente de los potes de
alimentos una muestra de miel de 3o ml, y otra de polen, de 20 g (figura
6.6 C-D). A continuacion, se presentan los materiales, reactivos y equipos
para la prdctica:
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Materiales

Varillas de vidrio

Probetas

Vasos precipitados

Pipetas Pasteur desechables

Tubos para centrifuga (Falcon) de 15 ml

Tubos para microcentrifuga (Ependorf) de minimo 1,5 ml
Grillas para tubos de centrifuga y microcentrifuga
Papel absorbente

Marcadores indelebles

Etiquetas autoadhesivas

Ldminas

Laminillas

Capilares (tubos hematocritos)

Gotero de vidrio de punta fina

Elementos de proteccién

Guantes

Tapabocas

Bata

Gafas

Reactivos

Agua destilada
Anhidrido acético
Acido acético alacial
Acido sulfirico
Glicerina

Gelatina glicerinada

Parafina
Alcohol

Equipos

Bafio de Maria

Placa calefactora

Centrifuga

Cabina de extraccion de gases
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Procedimiento

Estd préctica comprende tres fases: 1) fase de procesamiento, 2) montaje
de muestras, y 8) identificacién y conteo de tipos polinicos. Asimismo, en
los anexos 8.3, 8.4, 8.5V 3.6, se ilustra la fase de procesamiento, y en el
anexo 8.7, el montaje de muestras. Es importante enfatizar en que duran-
te todo el procedimiento se deben usar bata, guantes, tapabocas, gafas, y
pantalones y camisa de manga larga.

1.Procesamiento

Miel (ver ilustracion en el anexo 3.4)
Se verifica que la muestra esté en estado liquido. En caso contrario,
se pone el frasco en el bafio de Maria, hasta disolver completamente
los cristales. Posteriormente, se mueve repetidamente el frasco
para homogenizar la muestra. Con todo, para mieles de abejas
sin aguijon, este paso no serd necesario, porque dichas sustancias
tienen mayor contenido de agua, y rara vez llegan a cristalizarse.
Se disuelven 10 ml de miel en agua destilada a 40 °C por pasos.
En primer lugar, utilizando tubos de 15 ml marcados con el cédigo
de la muestra, se agregan g ml de miel, y se completa con agua
destilada caliente hasta 13 ml. Es importante no llenar comple-
tamente cada tubo para permitir el movimiento. A continuacién,
se cierra cada tubo, y se agita en el vortex, hasta homogenizar la
muestra. Inmediatamente después, se centrifuga la mezcla durante
10 minutos (minimo a 2000 r. p. m.), y se descarta el sobrenadan-
te en tubos de desagiie regular. Luego, en cada tubo, se agregan
otros g ml de miel, y se repite el procedimiento. Finalmente, se
afladen 4 ml de miel a cada tubo, se centrifuga, y en el descarte
se deja 1 ml de la mezcla en cada uno.
Se agita cada tubo en el vortex, y, con la ayuda de una pipeta Pas-
teur, se traslada el contenido a tubos de microcentrifuga marcados
con el cédigo correspondiente de la muestra. Todos los siguientes
pasos se realizan en tubos de microcentrifuga, lo cual disminuye
la cantidad de reactivos usados.
Se centrifuga la mezcla 5 min, y se descarta el sobrenadante. Se
agrega 1 ml de dcido acético glacial en cada tubo, se agita la mez-
cla en el vortex, y esta se deja reposar por al menos 2 y maximo
24 horas.
Después de transcurrido el tiempo de reposo, se agitan los tubos
en el vortex, y se centrifugan durante 5 minutos. A continuacion,
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se descarta el sobrenadante en un frasco de residuos de vidrio
destinado para tal fin.

A continuacion, se agrega 1 ml de solucion de acetélisis (ver ane-
X0 8.8, basado en Erdtman, 1960) al tubo. Posteriormente, este
se coloca en una grilla resistente al calor, para su cocimiento en
bafio de Marfa, precalentado a 100 °C entre g y 5 minutos. Es
importante tener precaucién de que los tubos estén bien cerrados,
y que parte de la solucién no caiga al agua.

Se centrifuga la mezcla todavia caliente durante 5 minutos. Se
descarta luego el sobrenadante en el frasco de descarte de residuos.
Acto seguido, se le agrega 1 ml de agua destilada a cada tubo, con
una gota de alcohol etilico, para romper la tension superficial del
agua. A continuacion, se agitan los tubos en el vortex, y se cen-
trifugan durante 5 minutos. Luego, se descarta el sobrenadante
en el frasco de descarte de residuos.

Se repite el anterior paso. Cabe sefialar que las mieles de abejas
sin aguijén presentan por lo general poco sedimento polinico, de
modo que se recomienda no repetir el lavado.

Para finalizar esta parte del procedimiento, se agrega una gota
de glicerina en cada tubo, y se los deja abiertos en el interior de
la cabina de extraccién por 24 horas. Con posterioridad a las
24 horas, se puede hacer el montaje.

Polen corbicular, polen de potes y pan de abejas (ver ilustracién en anexo g.5)

Se mueve repetidamente el frasco para homogenizar la mues-
tra. Se toman 5 g de la muestra, se los macera y mezcla en un
mortero. Ademds, si el polen se encuentra muy seco, se pueden
utilizar algunas gotas de alcohol etilico para permitir su mezcla.
Se toman 100 mg de polen macerado y homogenizado, y se
depositan en tubos de microcentrifuga marcados con el cédigo
de la muestra. A continuacion, se agrega 1 ml de dcido acético
glacial en cada tubo, se agitan en el vortex, y se deja reposar por
al menos 12, y maximo por 24 horas.

Después de transcurrido el tiempo de reposo, se agitan los tubos
en el vortex, y se centrifugan durante 5 minutos. A continuacion,
se descarta el sobrenadante en un frasco de residuos de vidrio
destinado a tal fin.

Se afiade 1 ml de solucién de acetdlisis a cada tubo. Cada uno
se ubica en una grilla resistente al calor, para su cocimiento en
bafio de Maria precalentado a 100 °C, entre g y 5 minutos. Es
importante tener precaucion de que los tubos estén bien cerrados,
y de que no caiga parte de la solucién al agua.
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Se centrifuga la mezcla todavia caliente durante 5 minutos. Pos-
teriormente, se descarta el sobrenadante en el frasco de descarte
de residuos. Luego, se agrega 1 ml de agua destilada a cada tubo,
con 1 gota de alcohol etilico, para romper la tensién superficial
del agua. A continuacién, se agitan los tubos en el vortex, y se
centrifugan durante 5 minutos. Posteriormente, se descarta el
sobrenadante en el frasco de descarte de residuos. Se repite el
anterior paso.

Para finalizar este paso, se agrega una gota de glicerina en cada
tubo, y se los deja abiertos en el interior de la cabina de extrac-
cién por 24 horas. Con posterioridad a las 24 horas, se puede
hacer el montaje.

2. Montaje (ver ilustracion en anexo 3.5)

Se precalienta la placa calefactora, y se derrite la parafina; en el
proceso, se debe tener cuidado con la temperatura, ya que la in-
tencién es fundir, y no quemar.

Se agitan las muestras a montar en el vortex.

Se marcan las ldminas con el cédigo de la muestra. Se pueden
usar dos, o una sola limina para montar dos ldminas por muestra.
Se colocan dos pequenias partes de gelatina glicerinada en el cen-
tro, donde ird cada cubreobjetos. Con un capilar nuevo, se toman
5 mm medidos en el tubo de la muestra, y estos se descargan sobre
uno de los puntos con gelatina. A continuacion, se repite el mis-
mo procedimiento sobre el otro punto, usando una sola lamina.
Se pone la lamina sobre la placa calefactora, hasta que la gelatina
se derrita, y se mezcla usando agujas de diseccién desinfectadas
limpias, previamente colocadas al fuego.

Con un gotero de vidrio de punta fina o con un capilar, se coloca
una franja de parafina alrededor de la muestra.

Se coloca el cubreobjetos en cada espacio, y se calienta la mezcla
sobre una placa calefactora, sin que la parafina llegue a burbujear.
Se verifica el resultado del montaje en el microscopio.

3. Identificacion y conteo de tipos polinicos

Se llevan a cabo recorridos lineales sobre todo el campo montado, haciendo
un listado de todos los tipos polinicos encontrados. En ese contexto, para
facilitar la diferenciacion de los tipos polinicos, se hace un registro foto-
grafico o dibujo de cada tipo polinico en sus diferentes vistas (ecuatorial,
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polar), y de caracteristicas importantes, como el tipo de superficie del gra-
no. Es recomendable ejecutar una descripcién bdsica de cada tipo polinico
que incluya tamafo, forma (en vista ecuatorial y polar), nimero y tipo de
aperturas, ornamentacion de la exina, y si este presenta alguna caracteristica
tnica (por ejemplo, el engrosamiento de la apertura). Asimismo, se puede
consultar el glosario de Punt et al. (2007) para la morfologia polinica (ver

tabla 6.5).

Tabla 6.5. Modelo de tabla para la descripcion basica de los tipos polinicos

Muestra:

Responsable:

Tipo Tamano Forma NUmero Tipode Tipode Carac-
polinico acorde de aper- apertu- exina  teristica
con la turas ras Unica

vista
polar

Fuente: elaboracion propia

A medida que va describiendo y listando cada tipo polinico, el investiga-
dor debe hacer su identificacién con ayuda de catdlogos de polen, y, en lo
posible, con polen de plantas recolectado en el drea de estudio (ver protocolo
para procesamiento de polen de plantas en el anexo 8.6). Es importante se-
fialar que no todos los tipos polinicos podrin ser identificados hasta cuanto
atafie a su especie o género con seguridad; en tal caso, se enumeran los tipos
polinicos por género o familia. Por ejemplo: tipo Myrcia 1, tipo Myrcia 2, tipo
Asteraceae 1, tipo Asteraceae 2.

Se deben contar minimo goo granos de polen por muestra. Como se
ejecutan dos montajes de cada muestra, se pueden contar 150 granos en el
primer montaje, y 150 en el segundo. Se recomienda ver el anexo 2.3 para
tener un modelo de la secuencia de campos idénea para ejecutar el conteo
de los granos de polen. En los casos de muestras de polen corbicular, y po-
len de potes o pan de abejas, asi como para algunas mieles con abundante
polen, es recomendable hacer conteos en un nimero definido de campos
visuales; minimo, 10. Si se hace el conteo de esa forma, serdan contados
entre 500 a 1000 granos de polen por muestra. Ademds, para los conteos,
se deben usar planillas como la presentada en tabla 6.6.
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Tabla 6.6. Modelo de planilla para registro de conteo de granos de polen*

Muestra:

Responsable:

Campos visuales

Tipo
polinico

Total

* Nota: en cada casilla, se debe registrar el nimero de granos de polen contemplados
en el campo visual correspondiente. A su vez, el tipo polinico corresponde al nombre
asignado en la lista realizada inicialmente (tabla 6.5).

Fuente: elaboracion propia

Preparacion del informe

Con relacién al total de granos de polen contado por cada muestra, para
cada tipo polinico se calcula la abundancia relativa (%). De acuerdo con ese
porcentaje, se clasifica cada tipo polinico, y se clasificar la muestra segtin la
dominancia de los tipos polinicos (ver figuras 6.7). Para el caso de la miel,
de acuerdo con la literatura (estudios de polinizacién, floras visitadas por
abejas), se clasifica cada tipo polinico segin su importancia para el aporte
de néctar (nectarifera, polinifera, anemdfilo), y se realiza el ajuste, como se
indicé en la introduccion (revisar Almeida-Muradian et al., 2020). A con-
tinuacion, se adecta una plancha con los tipos polinicos mads frecuentes, y
se elabora una tabla con los resultados de clasificacién de los tipos polinicos,
y de la muestra, tanto para la miel como para el polen. Posteriormente, se
discute el resultado, apoydndose en la literatura; particularmente, en cuan-
to a si los tipos polinicos y sus clases de frecuencia son habituales para la
especie de abeja estudiada. Asimismo, se consigna si se conocen aspectos
del drea de estudio, si son plantas comunes en el drea, y qué importancia
ecolégica y otros usos tienen.
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Practica 6.4. Formas de alcanzar al
publico, educar a la comunidad y
promover la concientizacion sobre la
Importancia de los polinizadores

Introduccion

Los siglos XX y xx1 se han caracterizado por cambios globales, incluyendo
destruccién de hdbitat natural, cambio climdtico y polucién; aspectos que
han contribuido a una pérdida de biodiversidad en todo el mundo (Car-
dinale et al., 2012). En ese marco, los polinizadores no son la excepcion;
aves, abejas, mariposas y muchos otros grupos se han visto afectados (Po-
tts et al., 2010). Asimismo, los impactos de su pérdida no solo reducen la
biodiversidad de plantas en el mundo, sino que también afectan la calidad
y cosecha de numerosas frutas, vegetales y plantas medicinales. En tanto,
la seguridad alimentaria, especialmente la definida con relacion a la diver-
sidad de micronutrientes, depende de los polinizadores, y, por ende, se ve
afectada por su pérdida continua. Por tanto, reconocer y revertir la pérdida
de los polinizadores es de gran importancia social (Goulson et al., 2015).

En ese contexto, comunicarle la ciencia al publico, al capacitar a los ciu-
dadanos sobre cémo cuidar sus propios recursos, puede ser una herramienta
importante para promover la conservacién de los polinizadores. De tal modo,
en las ultimas décadas, diversos cambios culturales e institucionales han fo-
mentado la divulgacién de hallazgos cientificos dirigidos hacia la comunidad,
y han fomentado la participaciéon de ciudadanos en el proceso cientifico a
nivel mundial (MacPhail y Colla, 2020). Ain mads, la educacion cientifica
no solo puede aumentar el conocimiento, sino que también puede cambiar
el comportamiento de las personas: en particular, si participan activamente.
Por tanto, es especialmente importante compartir y promover la participa-
cién del conocimiento cientifico con grupos que tienen menor acceso a este,
bien sea por estrato socioeconémico, region geogrifica, discapacidades, u
otras razones, y contribuir al aumento de la equidad a nivel social, mientras
se enriquece la cultura. Sin embargo, es fundamental desarrollar antes un
didlogo con las comunidades con las que se busca trabajar, e identificar la
necesidad y el interés presentes, de modo que se eviten asunciones erréneas.

En suma, las actividades de comunicacién con el pablico pueden hacerse
una sola vez, como actividad complementaria, o pueden ser parte sistema-
tica de un programa continuo de apoyo y formacion.
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Objetivos

En primer lugar, se plantea el propésito de generar un didlogo
con la comunidad con la que se busca compartir en torno a la
ecologia de la polinizacién.

Se busca evaluar el conocimiento del tema antes de llevar a cabo
la actividad (pre).

Se plantea desarrollar un taller/presentacién interactivo, y pre-
sentar la informacién al grupo.

Por ultimo, se evalia el conocimiento después del taller (post).

Materiales y equipos

Los materiales a utilizar en el taller de comunicacién pueden ser muy di-
versos; sin embargo, en términos bdsicos generales, se pueden incluir los
siguientes:

Plastilina

Fotos/dibujos/diagramas de polen, polinizadores y plantas de

cada sindrome

Coleccion de polinizadores identificados

Nidos de abejas solitarias y/o panal de abeja melifera

Cartulinas, velcro, marcadores y cinta pegante

Tubitos de cartulina y bloques de madera

Procedimiento

Se parte por definir el grupo al cual se quiere presentar el proyecto (por
ejemplo, escuela, museo, programa recreativo, etc.), e indagar sobre el interés
y la disponibilidad que hay para llevar a cabo una presentacién interactiva.
A continuacién, se pregunta sobre temas de interés, y se aclaran las normas
y expectativas de ambas partes (por ejemplo, cudnto tiempo se tiene para
llevar a cabo la presentacion, y a qué recursos se tiene acceso, incluyendo
internet, proyector, mesas, etc.). Asimismo, se aclara cudl es el rango de edad
del grupo, y si se puede, se hacen precisiones relevantes atenientes al curri-
culo de ciencia para ese afio (qué han aprendido y qué necesitan aprender;
asimismo, idealmente, este taller puede complementar el curriculo existente).
Este udltimo paso se puede ejecutar por medio de llamadas telefénicas, envio
de correos electrénicos, o visitas a las personas encargadas, o bien, una com-
binacién de esos procedimientos. Si se tiene un contacto interno, mejor ain.
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Con base en la discusion y los pardmetros definidos con el grupo (por
ejemplo, con el profesor de la escuela, el director del museo, o el director
del programa recreativo), se organiza una presentacion interactiva funda-
mentada en las précticas llevadas a cabo a lo largo de este libro. Sin em-
bargo, es importante modificar y adaptar la comunicacién y las actividades,
dependiendo de las edades y del interés del grupo; por ejemplo, un taller
para estudiantes de bachillerato en una escuela publica sera diferente de
un taller para estudiantes de primero de primaria en una escuela privada.
Es también fundamental desarrollar actividades interactivas con objetivos
claros. En ese sentido, primero se relata la informacion, y después esta se
consolida con una actividad interactiva.

Ejemplos de actividades interactivas incluyen las siguientes:

{Qué es la polinizaciéon? Se muestran fotos de diferentes tipos
de polen, se entrega plastilina, y, en grupos, se crean modelos de
varios tipos de polen. Se puede llevar un modelo de flor grande,
en el cual los nifios pueden depositar su polen cuando terminen.
Asimismo, se puede llevar un modelo de fruta que represente el
producto de la polinizacién.

{Quiénes pueden ser polinizadores? Se trae la coleccién de in-
sectos recolectados en las pricticas (por ejemplo, prictica 5.1) y
fotos/diagramas/pinturas/etc., de los grupos no presentes en la
coleccién. Después de hacer una introduccién, como actividad,
se distribuyen hojas a los estudiantes en las cuales se indique:
“Dibuja por lo menos tres tipos de polinizadores”.

{Cudntas especies de abejas hay, y son todas iguales? Se hace una
introduccién sobre la diversidad de abejas que hay en el mundo,
y la diversidad de rasgos funcionales (por ejemplo, que la gran
mayoria son solitarias, no sociales). Asimismo, se pueden llevar
los materiales para hacer nidos (tubitos de cartulina en bloques
de madera), que los estudiantes pueden llevar a casa y observar.
{Qué son los sindromes de polinizaciéon? Se muestra gran di-
versidad de tipos de plantas, y sindromes de polinizacién. 1) Se
imprimen fotos de cada tipo, y se pone velcro en la parte trasera
(por ejemplo, flores tubulares angostas rojas, flores planas oscuras,
y flores tubulares grandes azules, con mariposas, moscas y abejas).
2) Se disefa en una cartulina la representacion de un jardin, y
se describen las caracteristicas de las plantas (por ejemplo, “esta
flor tiene un olor a basura”, de modo que es miofilica/polinizada
por moscas; o “yo tengo una lengua muy larga y pertenezco al
tnico grupo de insecto que puede ver el color rojo”, asi que es
una mariposa). Posteriormente, se pega un pedazo de velcro al
lado de cada definicién. Asimismo, después de la presentacidn,
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se le entrega una foto (con velcro) a cada nifio, y se pregunta si
se puede poner la foto en el sitio al que le corresponde.

En ese contexto, se desarrolla un cuestionario (apropiado para la edad)
que evalie el conocimiento previo al taller relacionado con los objetivos
definidos. Se pueden incluir preguntas abiertas (por ejemplo, “en tus pro-
pias palabras, {qué significa la polinizacion?”; “icudles son ejemplos de
polinizadores?”, “nombra cinco ejemplos de plantas que dependen de los
polinizadores”). Asimismo, preguntas con opciones definidas (como “iqué
porcentaje de los tipos de plantas cosechadas dependen de los polinizadores?
A) 5%, B) 20 %, C) 75 % D) 100 %”). Se recomienda incluir una mezcla
de formatos en la encuesta. En ese marco, se les presenta el cuestionario
(pre) alos estudiantes, y este se recoge. Luego, se lleva a cabo el taller, y se
presenta el mismo cuestionario (post) a los estudiantes, y se recoge.

Preparacion del informe

Se describe la comunidad seleccionada y la actividad interactiva usada. Es
posible presentar resultados cuantitativos de los cuestionarios; sin embargo,
lo importante es la narracién de la experiencia. Asimismo, se debe evaluar
qué temas fueron consolidados, y cudles no, en el marco de los objetivos
definidos. Se debe modificar el taller si es necesario, antes de presentarselo
a otro grupo. Dejar un registro fotogrifico es algo recomendable, siempre
y cuando las personas acepten el uso de las fotos para ser puestas en los
informes o en las presentaciones.
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Actinomorfa: Flor con simetria radial. Se dice de una flor con por lo menos dos
planos de simetria que pasan por su eje. Los términos regular, polisimétrico
o multilateral también son sinénimos de actinomorfo. Se opone al término
2igomor}o.

Alogamia: Polinizacién y fertilizacion cruzada en plantas. En ella, el polen y los
gametos se derivan de individuos diferentes.

Andromonoica: Planta que lleva dos tipos de flores, masculinas y bisexuales (o
hermafroditas).

Anemocoria: Forma de dispersion de los propdgalos o didsporas en la que el viento
efectia el transporte.

Anemofilia: Polinizacién por el viento.

Anterotomia: Accién de retirar las anteras de la flor (ver emasculacion de la flor).

Antesis: £l momento de apertura de una flor. Muchas veces, el término se usa para
designar el periodo de floracion.

Antéfilo: Cada una de las hojas modificadas de los diversos verticilos florales.

Apocirpico: Condicion en la que los 6rganos reproductivos femeninos (carpelos)
de una flor no se fusionan. En esta, los carpelos permanecen separados,
formando cada uno un ovario o estructura aparte. De tal modo, el término se
refiere al gineceo, y, posteriormente, a los frutos.

Autogamia: Fusion de gametos femeninos y masculinos, producida por el mismo
individuo. Ademads de que la planta debe ser capaz de autopolinizarse, el
polen debe poder germinar en el estigma, crecer en el estilo, y efectuar la
doble fecundacién, lo cual implica también la ocurrencia de autofertilizacién.
La autogamia puede ser obligada o facultativa.

Autogamia facultativa: Proceso en que las semillas de las plantas surgen de alogamia
y autogamia.

Autogamia obligada: Proceso en que las semillas de una planta provienen
unicamente de la autopolinizacién y autofecundacion.

Autoincompatibilidad esporofitica: Proceso que depende de la pared del grano
de polen, que es de origen esporofitico. En tanto, para que el grano de
polen pueda germinar, debe adherirse al estigma, lo cual ocurre solamente
cuando hay compatibilidad entre las proteinas de reconocimiento que se
encuentran en la esporodermis, y los receptores que existen en el estigma.
Asimismo, puede ser homomodrfica o heteromérfica. Es homomdrfica cuando
no hay modificaciones florales que acompafian el proceso; asi, plantas
con diferentes genotipos para incompatibilidad son morfolégicamente
idénticas. Es heteromorfica cuando con el proceso ocurren modificaciones
florales, presentando ligaciones entre polimorfismos florales y genotipos para
incompatibilidad, como por ejemplo la heterostilia.

Autoincompatibilidad: Se presenta cuando el polen de una flor falla en la
fertilizacién de flores de la misma planta, debido a barreras genéticas y

fisiolégicas que impiden la germinacién del propio polen, o el desarrollo
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del tubo polinico. Este mecanismo genético previene la autofertilizacién o
autogamia, y promueve la fertilizacién cruzada o alogamia.

Autoincompatibilidad gametofitica: En este caso, el proceso depende de la
constitucion genética del gametofito masculino. De tal modo, el polen puede
germinar, pero el crecimiento del tubo polinico es detenido después de su
penetracién en el estilo.

Bicelular: Forma de liberacién en la cual el polen estd formado por una célula
vegetativa, que es la que se alarga y desarrolla el tubo polinico, y una célula
generativa, que es la que sufre mitosis y citocinesis, y da lugar a dos células
espermdticas. La mitosis y citocinesis ocurren en la célula generativa, cuando
ya estd adentro del tubo polinico.

Cantarofilia: Polinizacion por escarabajos.

Carpelo: Organo reproductivo de una flor, tipicamente constituido por el estigma, el
estilo y el ovario.

Caulifloria: Plantas que producen flores (y posteriormente frutos) en el tronco o
tallo, y en ramas mads viejas.

Cleistogamia: Es cuando la polinizacién y fecundacion ocurren antes de que la flor
se abra. Es un mecanismo que conduce a la autogamia obligada.

Deciduo, caduco o caducifolio: Planta cuyas hojas caen en cierta época del afio.

Dialipétala: Flor con corola de pétalos libres, sinénimo de polipétalas.

Diclinas o incompletas: Flores unisexuales, de sexos separados.

Dicogamia: Condicién en la que hay una separacion temporal en la maduracion de
los sexos dentro de la misma flor o de la misma planta. Hay dos formas de
dicogamia: la protandria, en la que la maduracion del androceo precede a la
del gineceo; favorece la alogamia, y es la condicién mds frecuente en especies
con dicogamia intrafloral. En tanto, la protoginia es aquella en la que, por
el contrario, el gineceo madura antes que el androceo, y estd asociada con la
alogamia. Por consiguiente, este proceso es un recurso evolutivo para asegurar
la recombinacién con otros individuos.

Dioico, ca: Individuos que llevan un solo tipo de flor, y que tienen plantas
masculinas o plantas femeninas; es decir, flor unisexual, y planta unisexual.
En tanto, los sistemas subdioicos corresponden a una variacién presente en
especies dioicas en la cual hay una tendencia a producir de vez en cuando
plantas monoicas.

Distilia: Ver heterostilia.

Emascular: Extraer los estambres o las anteras de la flor antes de las antesis.

Entomdfila (entomofilia): Planta en la que el agente polinizador es un insecto.

Epihidrofilia: Polinizacién hidréfila que se lleva a cabo por encima de la superficie
del agua.

Esfingofilia: Polinizacion por esfingidos (Sphingidae, orden Lepidoptera).

Falenofilia: Polinizacién por polillas.

Gamopétala: Flor en la que los pétalos estan fusionados, formando una corola

tubular, en contraposicién a las flores dialipétalas o polipétalas.
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Geitonogamia: Polinizacién entre flores distintas del mismo individuo.

Geniculado, a: Organos o partes doblados en forma de rodilla.

Gimnomonoico, a: Planta que lleva flores perfectas o hermafroditas y femeninas en
el mismo pie.

Grupos funcionales: Grupos de especies que se comportan de manera similar
en una flor y ejercen presiones de seleccion similares. Estas, a su vez, dan
lugar a correlaciones entre los rasgos florales, y no necesariamente estdn
filogenéticamente correlacionadas.

Hercogamia: Planta o flor que ostenta dispositivos especiales los cuales actiian como
una barrera {isica que impide la autogamia.

Hermafrodita: Planta que lleva unicamente flores bisexuales. Se trata de una flor con
gineceo y androceo, sinénimo de bisexual, monoclina, completa o perfecta.

Heterostilia: Produccién de flores de dos o mds tipos, con estilos de longitudes
variables, diferencidndose también en la longitud de los estambres.
Corresponde a un mecanismo de autoincompatibilidad heteromdrfica,

y también a un tipo de hercogamia. En tal caso, hay dos tipos (distilia) o
tres tipos (tristilia) de individuos con formas florales caracterizadas por la
disposicién y longitud reciproca de anteras y estigmas.

Hidrofilia: Polinizacion por agua.

Hipohidrofilia: Polinizacién hidréfila en que el proceso se hace por debajo del agua.

Homomérfica: Ver autoincompatibilidad esporofitica.

Infero: Ovario posicionado por debajo del punto de insercién de los demds
elementos de la flor, donde sépalos, pétalos y el androceo y/o gineceo
estan insertos arriba del ovario. Por ejemplo: flor del café, flores del género
Fuchsia. Esta disposicién se da en contraposicién a ovario sipero y semiinfero.

Melitofilia: Polinizacion por abejas.

Miofilia: Polinizacién por moscas.

Monoclina: Ver hermafrodita.

Monoico, a: Especie de planta que lleva dos tipos de flores, masculinas y femeninas.
En tal caso, las plantas que tienen dos o tres tipos de flores dan lugar a
sistemas derivados del monoico (tales como ginomonoico o andromonoico), y
sistemas poligamos (trimonoicos).

Monosimétrica: Ver zigomorfa.

Ornitofilia: Polinizacién por aves.

Osmoforos: Glandulas que producen sustancias voldtiles responsables del perfume y
olor de las flores.

Papilionado, da: Flor caracteristica de un grupo de leguminosas, las papiliondceas.
En ellas, la corola es pentdmera, y los cinco pétalos se diferencian en uno
posterior en forma de estandarte —el mayor—, dos laterales o alas, y dos
anteriores, que estdan unidos, formando la quilla.

Poliadas: Conjunto de 8-16-32 granos de polen, procedentes de varias células
madres, los cuales se liberan unidos entre si.
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Poligamia: Plantas que llevan tres tipos de flores: masculinas, femeninas, y
bisexuales.

Polinario o polinio: Masa de granos de polen aglutinados que se encuentra en las
anteras de las orquideas y asclepiaddceas.

Polisimétricas: Ver actinomorfas.

Probéscide: Vocablo proveniente del latin proboscis, que significa trompa. Aparato
bucal en forma de trompa o pico, dispuesto para la succién, que es propio de
los insectos.

Protandria: Ver dicogamia.

Protoginia: Ver dicogamia.

Pseudanto o capitulo: Inflorescencia caracterizada por tener las flores inseridas en
un receptaculo discoidal protegido por bricteas. Este tipo de inflorescencia
asemeja ser una tunica flor.

Psicofilia: Polinizacién por mariposas.

Psilado: Tipo de ornamentacién del polen que quiere decir liso.

Quiropterofilia: Polinizacién por murciélagos.

Seleccion natural: Es uno de los mecanismos bdsicos de la evolucién, junto con
la mutacion, la migracion y la deriva genética. En tal marco, la seleccion
natural actda sobre ligeras variaciones que ocurren al azar dentro de una
poblacién, preservando lo que es titil para los organismos. Estas variaciones
se transmiten a la descendencia. A medida que nacen mds individuos que
los que podrian sobrevivir, hay una lucha por la existencia. En esta lucha,
sobreviven los individuos mads aptos, dejando descendencia.

Semiinfero: Ovario localizado en posicion inferior al cdliz, en posicion central, y
separado del hipanto floral —en contraposicion al ovario sipero e infero—.

Sincdrpico: Condicién en la que los 6rganos reproductivos femeninos (carpelos) de
una flor se unen estrechamente. De tal modo, el término se refiere al gineceo
y a los frutos. Por ejemplo, la guandbana.

Standing crop o cosecha de néctar: Refiere a la cantidad de néctar presente en una flor
expuesta a la polinizacién en un momento dado.

Supero: Ovario posicionado sobre el receptdculo y sobre el punto de insercién de las
otras partes florales. Por ejemplo, las drupas. Se plantea en contraposicién a
ovario infero'y semiinfero.

Terofilia o pterofilia: Polinizacién por mamiferos no voladores.

Tricelular: Hace referencia al estado en que se libera el polen de la antera, si se
libera en estado tricelular. En €, la mitosis y la citocinesis ocurren en el grano
de polen ain dentro de las anteras, en tanto que el grano de polen como
gametdéfito masculino se libera, siendo formado por una célula vegetativa y
dos células espermaticas. Asi, el grano de polen de las gramineas se libera en
estado tricelular. A diferencia del estado tricelular, también hay plantas que
liberan el polen en estado bicelular.

Tricomas: Gldndulas de resina de origen epidérmico que presentan las plantas en su

superficie.
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Trimonoicos: Plantas que llevan flores perfectas, masculinas y femeninas en el
mismo individuo.

Tristilia: Forma de hercogamia reciproca en la que hay tres tipos de individuos
con formas florales, caracterizadas por la disposicion y longitud reciproca
de anteras y estigmas. Se considera un mecanismo de autoincompatibilidad
heteromorfica.

Xenogamia: Sinénimo de alogamia.

Zigomorfa: Flor que tiene un plano de simetria bilateral. En ese sentido, un unico
plano divide la flor en dos mitades laterales simétricas, como ocurre en las
flores de muchas fabdceas, lamidceas y orquideas. Se opone a la simetria
actinomorfa.
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Anexo 1. Procedimiento basico para
determinacion de la fenologia floral

Se propone describir los cambios fenotipicos a lo largo de la vida de la flor,
a partir de la antesis (apertura del botén floral), hasta la Gltima fase de la
senescencia floral, o el marchitamiento del espécimen. Aquel es un pro-
cedimiento fundamental y bdsico para comprender de manera integral la
dindmica floral; particularmente, las funciones sexuales y los patrones de
produccién de recompensas florales.

Materiales

Planilla para registro de datos
Calibrador

Lupa (aumento minimo de 5X) con luz
Linterna (si la lupa no viene con luz)
Bolsas de exclusion de polinizadores
Hilos o cuerda delgada facilmente visible
Etiquetas resistentes a la intemperie
Caja de Petri

Pinza de punta fina

Cdmara fotografica

Procedimiento

Seleccionar al menos diez individuos en floracion de la especie de
planta con flor de interés. Debe tenerse en cuenta que los indivi-
duos seleccionados tengan caracteristicas reproductivas similares
(tamafio y edad, si la conoce).

Se elabora un catdlogo de fotografias con botones de diferente
tamano, y se establece el rango. El valor mads grande de tamano
dard un punto de partida del tamafio de botén floral cercano a
la antesis floral.

En cada uno de los individuos seleccionados para el estudio, se
etiquetan de dos a diez botones florales que estén préximos a
abrir, distribuidos en diferentes ramas o inflorescencias.

Para facilitar la seleccion de los botones a etiquetar, un dia antes
del etiquetado, se hacen observaciones desde las primeras horas
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del dia en algunas plantas (al menos tres). Se describen las carac-
teristicas de los botones que abrieron ese dia, como el tamario y
el color, asi como la posicién en la inflorescencia.

Se utiliza cinta pldstica, preferiblemente de color visible, para
marcar la inflorescencia/rama donde se encuentran los botones.
De tal modo, se escribe el niimero de la planta y la rama (por
ejemplo, la etiqueta A/1 se refiere a la planta A, rama 1).

Se elabora una planilla para el registro de datos, segtin los nimeros
de planta y la rama, y los rasgos florales seleccionados. En tanto,
los datos de encabezamiento de la plantilla de datos incluyen el
nombre del proyecto, la clase, el estudiante (investigador), y la
hora de inicio del registro y la especie, junto con los datos de lo-
calizacion geogrifica, y del cultivo o de la poblacién y el hdbitat.
Los rasgos o parametros florales varian entre especies y familias
de angiospermas. Por consiguiente, se debe ajustar la plantilla de
acuerdo con la morfologia floral. Se deben elaborar uno o varios
esquemas florales que describen la apariencia externa de la flor, y
los detalles de la flor disectada, con los respectivos nombres. Dicho
registro se anexa a la plantilla de datos. Asimismo, una vez elaborada
la planilla o tabla de datos, se registra la informacién de los siguien-
tes eventos fenolégicos de las flores tanto expuestas como aisladas:
Antesis (apertura de la flor): Se registra la hora de inicio y finali-
zacion de la antesis de cada flor marcada. En la mayoria de las
especies, la antesis se limita a unas pocas horas; por tanto, hasta
que no ocurra la apertura completa de la flor, es necesario hacer
observaciones mdximo cada hora.

Cambios morfolégicos de la flor: Una vez ocurrida la antesis, se hacen
observaciones maximo cada cuatro horas, a lo largo del dia y todos
los dias, hasta la senescencia de la flor. Esta puede estar marcada
por el cierre de la corola, el marchitamiento o la abscisién de los
pétalos y sépalos. En tanto, al momento de cada observacion, se
deben registrar cambios en el tamarfio, color, posicion y separacion
de los verticilos, asi como la hora del dia. Se recomienda usar
un calibrador para mayor precisién en las medidas. Ademads, se
elabora un catdlogo con fotografias y/o dibujos de las diferentes
fases florales. En ese marco, la tipificacién visual del fenotipo
propio de cada edad floral serd muy til para el desarrollo de las
précticas de fenologia (capitulo 2).

Longevidad de la flor: Se registra la longevidad en términos de la
cantidad de horas/dias transcurridos después de la antesis hasta
el marchitamiento de la flor.

Por ultimo, se presenta una secuencia temporal descriptiva de
cambios fenotipicos en una tabla.
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Anexo 2. Procedimientos basicos
en estudios de polinizacion

Anexo 2.1. Exclusion de polinizadores

En los experimentos desarrollados para determinar la importancia de los
polinizadores en la reproduccion de una planta, la exclusién de polinizadores
o el aislamiento de flores es un procedimiento simple pero critico para poder
tener resultados confiables. El principio bdsico consiste en aislar una flor o
un conjunto de flores, valiéndose de una bolsa de tela u otro material, para
que los polinizadores no entren en contacto con las flores. Sin embargo,
antes de poner la bolsa, es importante probar diferentes tamafios de bolsa
y mallas (de toldillo u otro material) con diferente grado de ojo, con el fin
de utilizar la bolsa de mejor calidad para su planta en estudio. Asimismo,
el tejido debe permitir que la flor respire, y que se mantenga turgente, sin
cambios de temperatura o humedad drdsticos. En tanto, el tamafio del ojo
del tejido debe prevenir la entrada de los visitantes florales. Es también
fundamental conocer o tener algo de conocimiento de los visitantes florales
de la planta en estudio, porque estos pueden incluir trips, moscas y coleép-
teros, entre otros organismos de tamafio pequefio que pueden ingresar, por
ejemplo, por una malla de tul comun.

En las fotos a seguir, se puede observar la exclusién de polinizadores en
flores de Vaccinium meridionale (Ericacaceae), con bolsa de tul. Se usaron
dos tipos de bolsas pequefias para la aislar racimos (foto A, Fjc), y grandes,
para aislar flores en varios racimos (foto B, Fjc). Asimismo, las bolsas gran-
des se usan, porque a veces no hay suficientes flores para trabajar en una
sola unidad floral (racimo), o las flores se caen facilmente, y es necesario
marcar varias {lores para tener suficiente replicas. A su vez, las abejas de la
familia Halictidae (foto A, Fjc), se encontraban entre los visitantes florales
mads pequefios para V. meridionale, de modo que las bolsas de tul cumplian
bien su funcién de aislar las flores.
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Anexo 2.2. Recoleccion de polen del
cuerpo de visitantes florales

La recoleccion de muestras de polen adherido al cuerpo de las abejas,
también denominado como polen de contacto, se usa para verificar la cons-
tancia floral y la capacidad de transportar polen de los visitantes florales
de la planta en estudio. Esta informacion, junto a observaciones de visitas
en flores, ayuda a identificar los potenciales polinizadores de una planta. A
su vez, para recolectar el polen de las muestras, se usa gelatina glicerinada
(ver forma de preparacion en anexo g.7) tefiida con fucsina. En tanto, la
tincion en la gelatina se usa para tefiir los granos de polen, y para mejorar
el contraste del grano al momento de las observaciones al microscopio 6p-
tico. A continuacion, se presentan algunas recomendaciones para la toma
de muestras de polen de contacto con gelatina glicerinada:

Si los insectos no van a ser sacrificados, colocar cada insecto en
un frasco limpio, y llevarlos a una nevera con hielo por dos mi-
nutos; con ello, se busca limitar los movimientos de los insectos,
para poder manipularlos, y que se facilite la toma de muestras
(ver fotos A-C, mds abajo).

Cargar la gelatina glicerinada en jeringas pequenas (tipo in-
sulina), lo cual disminuye el riesgo de contaminarse, y facilita
su dispensacién y manipulacién para tomar la muestra (ver
fotos A-C, mds abajo).

Cuando se va a tomar la muestra de polen, sacar una cantidad
pequeiia de gelatina (mdximo g mm, ver fotos A-C, mads abajo).
Solo tocar la superficie del cuerpo con la parte plana de la gela-
tina, y no los lados.

Si es un insecto mediano o grande (10 mm en adelante), tomar
una muestra diferencial de las partes del cuerpo.

Si es un insecto pequeno, tomar la muestra de todo el cuerpo.
Si es una abeja social o solitaria con estructuras especializadas para
recolectar polen (escopa, corbicula), tomar la muestra de esta parte
de forma separada, tanto para abejas grandes como pequefias.
Después de tomar la muestra, esta se deposita en un frasco o tubo
pequenio, cortando la gelatina con el borde del frasco o tubo, sin
tocarlo. Se utiliza un bisturi limpio para cortar una tajada peque-
fia (equivalente a mdaximo 1 mm) de la gelatina, antes de tomar
la siguiente muestra. Acto seguido, marcar cada muestra con su
cédigo de coleta respectivo.

En muchos casos, especialmente en campo, no se cuenta con
condiciones para mantener refrigeradas las muestras, y evitar
que se derrita la gelatina. Cuando esta se derrite, el montaje de la



Anexos -+ 195

muestra dificilmente podri ser ejecutado. De tal modo, se aconseja
hacer el montaje en campo usando una ldmina portaobjetos, en la
cual se sitia la muestra, y se cubre con una ldmina cubreobjetos.
Luego, se calienta la Idmina por debajo hasta derretir la gelatina,
pero sin burbujear. Acto seguido, se marca cada ldmina con su
codigo de coleta, y se guardan las muestras en cajas para liminas,
siendo estas mantenidas de forma vertical, para evitar que el po-
len se vaya hacia los bordes de la ldmina (fotos D-F, mas abajo).

Las fotos a continuacion corresponden a la toma de muestra de polen
de contacto (fotos A-C) en el abejorro Bombus hortulanus, visitante floral de
V. meridionale (Ericaceae). Asimismo, se ilustra el montaje y almacenamiento
de las ldminas de polen (D-F). (Fotos: Fjc).
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Anexo 2.3. Modelo de la secuencia de campos
para realizar el conteo de los granos de polen

Una vez realizado el montaje de una muestra de polen (por ejemplo, polen
de contacto, o sedimento polinico de miel), se procede a hacer la revisién
de la ldmina, para la identificacién de tipos polinicos y el contaje de estos.
Asimismo, durante el contaje, es importante seguir una secuencia de campos
visuales que permita revisar diferentes dreas de la muestra. Es importante
no repetir campos; registrar la presencia de los diferentes tipos polinicos,
y asegurar su representatividad en los conteos.
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Anexo 3. llustracion de protocolos
usados en la guia
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Este es uno de los pocos libros —o quizas
el primero— en espanol sobre métodos
y procedimientos relacionados con la
interaccion planta-polinizador. En él se
presentan aspectos basicos de los estudios
de polinizacion con métodos sencillos pero
reconocidos en diversos manuales y estudios.

En cada capitulo se presentan entre dosy
cuatro practicas orientadas a expandir y
consolidar la teoria. En el capitulo uno se
estudian las flores e inflorescencias desde
la perspectiva morfologica, funcional y
ecologica; después, se abordan la fenologia
floral y las fases florales en relacion con

los mecanismos florales; posteriormente,
se estudian los sistemas reproductivos de
las angiospermas, se aprende a evaluar la
compatibilidad genética de las plantas, y el
valor de los polinizadores en la formacion de
fruto y semilla. El capitulo cuatro se refiere a
la adaptacion entre plantas y polinizadores
mediante el concepto sindromes de
polinizacion; el capitulo cinco aborda aspectos
de la cognicion de los polinizadores, su
conducta y el efecto de esta en la polinizacion;
en el Gltimo apartado se presentan
practicas orientadas a la conservacion de
los polinizadores. Finalmente, los anexos
presentan protocolos metodologicos
ilustrados con diagramas que motivany
facilitan el desarrollo de las investigaciones.




