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Resumen

Se estudiaron las estrategias de reproduccion sexual de Puya nitida en el Parque Nacional
Natural Chingaza, Cundinamarca, entre los meses de febrero del 2013 y febrero del 2014;
se evalud aspectos de la biéloga floral, como la morfologia y desarrollo floral, antesis, y
produccion de néctar; los patrones fenoldgicos a nivel de poblacion, parche y roseta;
algunas interacciones planta-animal, y la viabilidad y germinacion de semillas. Se encontr6
que P. nitida es una especie que se adecua al sindrome de ornitofilia debido a sus
caracteristicas tanto de la morfologia y despliegue floral, como de produccién néctar.
Asimismo, presentd separacion temporal y espacial de los 6Organos masculinos y
femeninos, y un sistema de reproduccion mixto. A nivel de poblacion el patron fenoldgico
fue sincrénico, con una frecuencia anual y duracion prolongada (> 5 meses) para la
maduracion de los frutos e intermedia (4 meses) para la floracion, presentando para este
ultimo un pico en el mes de noviembre. A nivel de parche, el patron fue asincronico,
puesto que se registraron rosetas infértiles, fértiles y muertas simultdneamente. A nivel de
roseta la floracion también fue asincronica con una duracion de dos meses; se reconocio
una floracion tipo acrépeta, encontrando flores en varios estados de desarrollo, al mismo
tiempo. P. nitida también presentdé una mayor cantidad y calidad de los frutos para los
tratamientos de polinizacion cruzada manual y polinizacion natural, y un ISI =0,08,
indicando que esta especie es en su mayor parte autoincompatible. Los principales
visitantes de esta planta fueron Eriocnemis vestita, Lesbia victoriae y Chalcostigma
heteropogon, colibries que pueden ser los polinizadores mas eficientes debido a su
comportamiento de visita y morfologia. Se registraron interacciones antagonistas por parte
del ladron de néctar Diglossa humeralis y diferentes especies de larvas y adultos de
dipteros y coledpteros, que consumieron estructuras como primordios florales, flores,
frutos y semillas. Se evidencié que P. nitida presenta altos niveles de viabilidad de semillas
y que la germinacion de estas estd determinada por las condiciones de luz, siendo
fotoblasticas positivas. Los resultados sugieren que aunque P. nitida presenta reproduccion
clonal depende de polinizadores y posee diferentes mecanismos que contribuyen a la
polinizacién cruzada.

Palabras clave: Biologia reproductiva, Cundinamarca, Paramo, visitantes florales,
Bromeliaceae.
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Abstract

The strategies of sexual reproduction of Puya nitida were studied in the National Natural
park Chingaza (Cundinamarca), from February 2013 to February 2014. Aspects of the
floral biology were studied, such as floral morphology and floral development, anthesis
and nectar production. The phenological patterns at population, patch and individual level
were studied as well as some plant-animal interactions and the viability and seed
germination. P. nitida is a species adapted to the ornithophyly syndrome due to its
morphological characteristics, floral display and nectar production. Also, P. nitida
presented a temporal and spatial separation of male and female organs, and a mixed mating
system. At the population level, the phenological pattern was synchronic, with an annual
frequency; the duration of fruiting was prolonged (> 5 months) while the flowering was
intermediate (4 months) with a peak in November. At patch level, the pattern was
asynchronous, due to infertile, fertile and dead rosettes were recorded simultaneously. At
level of rosette, the flowering was also asynchronously, with a duration of two months; one
acropetal flowering type was recognized, finding flowers in various stages of development
at the same time. Furthermore, P. nitida presented a greater fruit quantity and quality for
manual cross pollination and natural pollination, besides an ISI= 0.08, indicating that this
species is mostly self-incompatible. The main visitors of P. nitida were Eriocnemis vestita,
Lesbia victoriae y Chalcostigma heteropogon, these hummingbirds can be considered as
the most efficient pollinators, due to their visiting behavior and morphology. Also
antagonistic interactions by the nectar robbers Diglossa humeralis and different species of
larvae and adults of Diptera and Coleoptera were recorded. Larvae and adults of Diptera
and Coleoptera consumed structures such as flower primordial, flowers, fruits and seeds.
The same way it was demonstrated that P. nitida has high levels of seed viability and that
the seed germination was determined by light conditions, being positive photoblastic. The
results suggest that although P. nitida presented clonal reproduction, it depends on
pollinators and it has different mechanisms that contribute to cross-pollination.

Key words: reproductive biology, Cundinamarca, Paramo, floral visitors, Bromeliaceae
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1. Introduccidén

Las plantas con flor presentan una enorme diversidad con respecto a los sistemas de
reproduccion. Como primera medida pueden exhibir dos mecanismos para la regeneracion
de sus poblaciones, pueden producir descendencia tanto de forma sexual como asexual
(Vallejo-Marin et al. 2010).

La forma mas comudn de reproduccion asexual, es la reproduccion vegetativa también
conocida como crecimiento clonal, en la cual una planta de genotipo parental produce a
partir de sus meristemos (bulbos, raices, etc.), nuevas unidades genética y
morfolégicamente similares, formando organismos modulares. ElI conjunto de modulos
originados a partir de una unica semilla o de un genotipo parental, se conoce como genet o
individuo genético, mientras que cada uno de los modulos es llamado ramet o individuo
fisiologico (Caswell 1985; Vallejo-Marin et al. 2010).

Por otro lado, la polinizacion es el primero de una serie de procesos que conducen a la
reproduccion sexual en las plantas. En sentido estricto, este término hace referencia a la
transferencia de polen de un érgano sexual masculino a uno femenino (Murcia 2002). No
obstante, se ha evidenciado una amplia y compleja diversificacion en cuanto a las opciones
de organizacién temporal (dicogamia) y espacial (hercogamia) de dichos 6rganos, tanto al
nivel de la flor, como de las inflorescencias, plantas y poblaciones. Esta diversificacion
llevd a que se generara diferentes niveles de autopolinizacion o polinizacion cruzada
(modo de apareamiento) con importantes consecuencias en la adecuacién de las plantas
(Barret 2002, 2010).

En algunas especies de plantas, la reproduccion sexual y asexual puede ocurrir
simultaneamente e interactuar de manera funcional, generando ciertas ventajas en aquellas

que son perennes o resultando en diversas formas de antagonismos en otras especies.
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Ademas, estos tipos de reproduccion tienen diferentes implicaciones ecoldgicas y
evolutivas, y proveen rutas alternativas para que los genes sean transmitidos a

generaciones futuras (Vallejo-Marin et al. 2010).

De este modo, la reproduccién clonal permite que los genotipos exitosos persistan, y
eventualmente por la produccion de ramets puedan colonizar ambientes que son adversos
para la reproduccién sexual, sin involucrar fases criticas como la germinacion y
establecimiento de plantulas. Adicionalmente, permite que por el crecimiento de la planta,
puedan capturar méas recursos, ocupar mas espacio fisico e interactuar con un gran nimero
de especies. En el caso de la reproduccion sexual, esta resulta en nuevas recombinaciones
genéticas y la colonizacion de nuevos ambientes a través de la dispersion de semillas a
grandes distancias (Mandujano et al. 1998; Vallejo-Marin et al. 2010). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que existen un ndmero de factores que causan variacion en
estos mecanismos de reproduccidn, entre ellos, la variacion ambiental, la abundancia y tipo
de vectores que transportan y mueven el polen, asi como la interaccion con otros factores
bioticos y abioticos (Gonzalez et al. 2010; Zhu & Lou 2010).

En los ecosistemas de alta montafia tropical (paramos) por ejemplo, se presentan
condiciones ambientales extremas, como oscilaciones contrastantes diarias en la
temperatura (dias soleados con radiacién solar intensa, y noches muy frias y humedas)
(Vargas & Pedraza 2003), las cuales hacen que la actividad y la disponibilidad de los
polinizadores se convierta en un servicio limitado, afectando considerablemente la
reproduccion sexual de muchas especies de plantas (de Vos et al. 2012). De esta manera,
cuando la escasez de polinizadores restringe este tipo de reproduccion, la clonacién puede
ser adoptada por varias especies de plantas, y asi, convertirse en una estrategia importante

de regeneracion en estos ecosistemas.

En el caso de los paramos colombianos se encuentran especies clénales pertenecientes a
los géneros Calamagrostis, Chusquea, Puya, Oreobulus y Aragoa (Chaparro & Mora
2003). Puya nitida es una especie endémica de Colombia, distribuida en los paramos del
departamento de Cundinamarca y abundante en el parque Nacional Natural Chingaza. Se
caracteriza por ser una especie monocéarpica perenne. Al igual que otras plantas del género
Puya, ésta especie tiene mecanismos de regeneracion por clonacién. Sin embargo, no se
han realizado estudios de la biologia reproductiva en esta especie que examinen si la

reproduccion sexual, aporta de manera significativa a la regeneracion de sus poblaciones, y
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a raiz de esto, que dependa de polinizadores y posea diferentes mecanismos de la biologia

floral que contribuyan a la polinizacion cruzada.

De acuerdo a lo anterior, y con el fin de contribuir al entendimiento de las interacciones

ecologicas en las comunidades naturales de los ecosistemas de alta montafia tropical y su

efecto sobre el éxito reproductivo de P. nitida, el presente estudio pretende responder las

siguientes preguntas:

1.

¢Cuales aspectos de la biologia floral contribuyen a la polinizacion cruzada de

Puya nitida?

¢Cdémo es el patron de la fenologia reproductiva y de qué manera contribuye a la

polinizacion cruzada en P. nitida?
¢COmo es el sistema de reproduccion sexual en Puya nitida?

¢Coémo es el aporte de la polinizacién cruzada a la reproduccion sexual de Puya

nitida?

¢ Cudles son los principales visitantes florales y como contribuyen a la polinizacion

cruzada en Puya nitida?
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Evaluar las estrategias de la reproduccion sexual de Puya nitida en el paramo del

Parque Nacional Natural Chingaza.

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el patron fenoldgico y la biologia floral de Puya nitida.
¢ Identificar el sistema de reproduccion sexual de Puya nitida

e Identificar los principales visitantes florales y su aporte a la reproduccion de Puya

nitida.
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3. Marco teorico

En algunas especies de plantas la reproduccién sexual y asexual puede ocurrir
simultaneamente e interactuar, no obstante, cada una de ellas posee diferentes efectos a
nivel ecoldgico y evolutivo. Asi, la reproduccién clonal permite el mantenimiento y la
expansion de poblaciones locales y la persistencia de los genotipos exitosos (Mandujano et
al. 1998; Mendoza & Franco 1998), y se puede considerar como una estrategia que tiende
a maximizar el valor adaptativo de los individuos genéticos (genets), al permitirles
participar en varios eventos de reproduccion sexual (Chaparro & Mora 2003). Mientras
que la reproduccion sexual resulta en nuevas recombinaciones genéticas y en la
colonizacion de nuevos ambientes a través de la dispersion de las semillas (Mandujano et
al. 1998).

El aporte de la reproduccion sexual al crecimiento o éxito de las poblaciones, depende
inicialmente de la efectividad de procesos como la polinizacion, el cual a su vez, obedece a
ciertos aspectos que estan involucrados y que lo determinan como tal, entre ellos se pueden
mencionar el sistema reproductivo, la biologia floral, la fenologia y los visitantes florales
(Barret 2002, Murcia 2002).

3.1 Sistema reproductivo

Las plantas con flor presentan una gran diversidad de patrones y sistemas de apareamiento
debido principalmente a las siguientes razones (Lloyd & Schoen 1992; Barret & Harder
1996; Vogler et al. 1998; Murcia 2002; Travers et al. 2004; Raduski et al. 2011; Karron et
al. 2012):

1) Los 6rganos sexuales masculinos y femeninos pueden estar juntos o separados en

diferentes niveles de organizacién, tales como a nivel de flor, inflorescencia,



17

Franco-Saldarriaga, A. 2014

2)

3)

4)

5)

individuo y poblacion, y adicionalmente, ser funcionales en los mismos o diferentes

intervalos de tiempo (dicogamia, hercogamia).

El sistema reproductivo depende del grado de autoincompatibilidad. La presencia
de flores con los dos sexos (hermafroditas) no implica que la planta sea capaz de
autofecundarse, ya que las plantas emplean mecanismos genéticos para reconocer o

rechazar el polen propio (tipicamente controlado por el locus multialelico S).

Los sistemas de reproduccion pueden variar entre las poblaciones e incluso entre
los individuos, como resultado de las condiciones ambientales (temperatura,
humedad, edad de la flor, condiciones internas del estilo, disponibilidad de
vectores, limitacién de polen, etc.) y /o genéticas (mutaciones o polimorfismos en

locus multialélico S)).

Debido a su inmovilidad las plantas requieren vectores para trasferir sus gametos
masculinos (polen) entre los individuos. Esta dependencia promueve la evolucion
de diversas adaptaciones florales asociadas con los agentes particulares de

dispersion del polen (animales, viento y agua).

En el caso de vectores animales, el éxito de la polinizacion depende de la cantidad y
calidad de los granos de polen compatibles, depositados en el estigma de la planta
luego de ser visitados, de la frecuencia y duracion de las visitas, del uso del habitat,
la morfologia del animal y del grado de contacto que haya tenido con las partes

reproductivas de la flor, entre otras (Murcia 2002; Roca & Sazima 2013).

3.2 Biologia floral

Con respecto a la biologia floral, esta esta relacionada con el analisis de las caracteristicas

morfolégicas de las flores, del desarrollo floral, la receptividad estigmatica, antesis,

duracion de la flor, presentacion y viabilidad del polen, ofrecimiento de recursos como el

néctar para visitantes y polinizadores, entre otros (Murcia 2002).

Debido a que los polinizadores ejercen presiones de seleccion sobre la evolucién de dichas

caracteristicas, es posible que exista un cierto grado de correspondencia entre la forma y el

color de una flor y el tipo de animal que la visita y poliniza; a esto se le ha denominado
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“sindromes de polinizacion”, los cuales fueron descritos inicialmente por VVogel y Faegri y
Van der pjil (Murcia 2002, Ollerton et al. 2009).

Dichos sindromes han servido como hipdtesis tedricas en muchos estudios para evaluar su
valor predictivo, usando una gama de rasgos florales y sin tener conocimiento previo de los
polinizadores (Ollerton et al. 2009). No obstante, los sindromes de polinizacion, han sido
motivo de discusion, ya que estos parecen ser mas bien la excepcion a la regla debido a
que: 1) muchas especies de plantas son visitadas y polinizadas por un amplio y diverso
espectro de especies animales; 2) hay rasgos florales que son dificiles de interpretar y de
asociar a ciertos grupos funcionales de polinizadores; 3) las interacciones planta
polinizador pueden ser alteradas por las condiciones ambientales, transformaciones
antropogeénicas, introduccion de especies exoticas, entre otras; 4) las adaptaciones florales
pueden ser también influenciadas por visitantes antagonistas como herbivoros y ladrones
de néctar, por una mezcla de polinizadores de diferentes grupos funcionales, y/o por
efectos pleiotropicos de otros rasgos de la planta; y 5) las interacciones son de corta
duracién y estan determinadas por la longitud de la estacion de la floracion. Asi, la
densidad relativa de las flores y polinizadores puede variar en una misma estacion y entre
una estacion y otra (Vaquez & Aizen 2004; Gémez & Perfectii 2009; Ollerton et al. 2009).

3.3 Fenologia

La fenologia es el estudio de la periodicidad de las diferentes fases que ocurren en el ciclo
de vida de los organismos. En las plantas se ha reconocido principalmente la fenologia de
las hojas, la fenologia floral y la fructificacion, a partir de las cuales se pueden describir
diferentes patrones de acuerdo a la frecuencia, sincronia, duracion y la regularidad con que
esas ocurren, y a su vez, ser detallados en cada uno de los niveles de organizacion
encontrados. Por ejemplo, en la fenologia floral, cada uno de los patrones (frecuencia, la
duracion, la sincronia y la regularidad) pueden ser reconocidos a nivel de la flor,
inflorescencia, rama, poblacion, gremio, comunidad, etc. (Newstrom et al.,1994; Fenner
1998; Sakai 2001).

Por otro lado, dichos patrones pueden variar de acuerdo a las condiciones ambientales
abioticas como la temperatura, la humedad, la duracion del dia, las épocas de lluvia, etc;

por factores bidticos como interacciones con herbivoros, polinizadores, dispersores de



19
Franco-Saldarriaga, A. 2014

frutos y semillas, e interacciones de facilitacion y competencia interespecifica o

intraespecifica por estos y otros recursos (Fenner 1998; Sakai 2001; Ramirez 2002).

Asimismo, existe una gran variedad de términos que permiten describir los patrones
fenoldgicos, sin embargo, en muchas ocasiones estos son usados indiferentemente para
definir el mismo patron, lo cual conduce a descripciones ambiguas y confusas (Newstrom
et al.,1994; Sakai 2001). A partir de esto, Newstrom et al., (1994) resaltaron la importancia
de estandarizar un sistema de clasificacion cuantitativo para definirlos, especialmente en el
tropico donde son dificiles de detectar por su complejidad e irregularidad. Por
consiguiente, estos autores generaron una clasificacion basados en tres aspectos
principales, como son: la frecuencia (continua, subanual, anual y supranual), la regularidad
(regular o irregular) y la duracién (breve (< 1 mes), intermedia (1- 5 meses) y extendida (>
5 meses)), los cuales pueden ser aplicados a cualquier nivel de andlisis (flor, inflorescencia,

ramas, individuo, poblacion, comunidad, gremios).

3.4 Interacciones planta-animal

Las plantas pueden experimentar simultaneamente interacciones mutualistas, como la
polinizacion y la dispersion de frutos y semillas, y antagonistas como la herbivoria, el robo

de néctar y la depredacion de semillas (Cariveau et al. 2004).

En el caso de los polinizadores, estos pueden variar en cuanto a su eficiencia, de acuerdo
su morfologia, frecuencia y comportamiento al momento de realizar la visita. A su vez, el
comportamiento de los polinizadores puede estar influenciado por la disponibilidad y
distribucion de las recompensas, los ciclos circadianos que promueven pulsos de actividad

nocturnos, diurnos, etc; y las condiciones fisicas y ambientales como lluvias, tormentas,

nubosidad, vientos, humedad, temperatura, entre otros (Williams & Adam 2000).

Asi por ejemplo, dentro de poblaciones de plantas cuyo recurso esta disperso, las visitas
tienden a ser reducidas, porque estos animales requieren de un gasto energético y de
tiempo mayor al moverse a grandes distancias entre las flores; contrario a lo que ocurre
cuando el recurso es denso y agrupado, donde los polinizadores tienden a establecer
territorios 0 concentrar sus movimientos a areas pequefias (Ayre et al. 2005; Garcia-
Meneses & Ramsay 2012).
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El cambio de comportamiento de forrajeo en respuesta a la densidad de recursos, trae como
consecuencia la afectacion de procesos como la receptividad de polen, fecundacion de
ovulos y produccion de semillas viables, lo cual se ve representado finalmente en el éxito

reproductivo de la planta (Elliott & Irwin 2009).

Entre las interacciones no mutualistas se puede mencionar el robo de néctar y la
depredacion de flores y estructuras relacionadas (Irwin 2009). El robo de néctar hace
referencia al comportamiento de forrajeo, efectuado por algunos animales que acceden al
néctar de manera ilegitima, realizando agujeros en las bases de las corolas de las flores y
evitando entrar en contacto con las partes reproductivas de la flor (Irwin 2003).

La florivoria es un tipo de dafio causado por el consumo de botones florales y flores
maduras antes del desarrollo de las semillas. Incluye el dafio a bréacteas, sépalos, pétalos,
estambres, pistilos y 6vulos, es decir, estructuras relacionadas fuertemente con el potencial
reproductivo de las plantas (McCall & Irwin 2006). Tanto el robo de néctar como la
florivoria pueden tener efectos directos e indirectos, positivos, neutrales y negativos sobre
el éxito reproductivo de las plantas (Yanwen et al. 2008; McCall & Irwin 2006).

La depredacion pre-dispersion de semillas se caracteriza por el consumo de frutos y
semillas cuando estas no estdn completamente maduras y adn no se han dispersado
(Ramirez & Traveset 2010). Al igual que los otros tipos de depredacion, puede tener
efectos sobre el éxito reproductivo de las plantas, y mas adn si se tiene en cuenta que el
dafio a las semillas puede ser mas costoso que el dafio a estructuras florales, puesto que
probablemente los dvulos fertilizados son mas valiosos que aquellos que estan sin fertilizar
(McCall & Irwin 2006).
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4. Estado del arte

Bromeliaceae es una familia de plantas monocotiledoneas nativas del Neotrdpico, con una
extension de unas pocas especies al sur de Estados Unidos. Estan clasificadas en tres
subfamilias (Pitcairnioideae, Bromelioideae y Tillandsioideae) que comprenden cerca de
60 géneros y 2900 especies descritas. La mayoria de las especies son epifitas, pero también
las hay terrestres, las cuales crecen en el suelo o sobre la superficie de rocas (Frank &
Lounibos 2009).

Puya es un género de la familia Bromeliaceae y pertenece a la subfamilia Pitcairnioideae.
Comprende plantas terrestres, arrosetadas, acaules o cortamente caulescentes, espinosas,
que producen inflorescencias terminales y mueren durante el proceso de fructificacion y
dispersion de semillas (Smith & Downs 1974). Consta de 185 especies distribuidas desde
Costa Rica hasta Chile, principalmente concentradas en la cordillera de los Andes, desde el
nivel del mar hasta los 5000 msnm. Las especies de este género son generalmente las
unicas bromelias que habitan las comunidades de frailejonal-pajonal propias de los

paramos andinos (Varadarajan 1990).

Dentro de los estudios a nivel nacional e internacional donde referencian a especies de este

género, se encuentran los siguientes:

Vadillo et al. (2004) evaluaron la viabilidad y germinacién de las semillas de Puya
raimondii bajo condiciones de laboratorio. Encontrando que la viabilidad depende de las
condiciones en que estuvieron expuestas in situ; y la germinacion, de las condiciones de
luz y temperatura impuestas, ya que las semillas presentaron alto poder germinativo
cuando eran expuestas a la luz (fotoblasticas positivas, requieren luz para germinar) y

sometidas a temperaturas menores a 21 °C.
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Salinas et al. (2007) evaluaron la importancia del néctar de las bromelias Puya rainmondii
y P. rauhii como recurso para los picaflores altoandinos de la regién de Ancash, Peru,
determinando que estas especies de Puya proporcionan un importante recurso alimenticio
para los picaflores presentes en este sitio, ya que el 80 % y el 31% de las cargas de polen
obtenidas de estas aves, correspondian a las especies de Puya mencionadas,

respectivamente.

Gonzaélez et al. (2010) evaluaron los patrones de la biologia reproductiva de Puya clava-
herculis y Puya cryptantha en dos areas paramunas en el departamento de Narifio.
Encontraron que el sistema reproductivo que prevalece en estas dos especies es la
autocompatibilidad, lo cual esta relacionado con su longevidad, asi como con la cantidad

de eventos reproductivos en su ciclo de vida.

Garcia-Meneses & Ramsay (2012) examinaron el efecto del tamafio del parche y el
contexto espacial de Puya hamata, sobre el éxito reproductivo (produccion de flores, frutos
y semillas y tasa de germinacion) y la respuesta comportamental de los colibries visitantes
de esta especie de planta, en los pastizales de los paramos contiguos, El Angel y Volcan
Chiles, en la frontera Ecuador-Colombia. Determinando, que las inflorescencias aisladas
de P. hamata fueron visitadas por una alta diversidad de colibries ruteros, mientras que las
plantas agregadas fueron visitadas exclusivamente por especies territoriales. Asimismo,
encontraron que el contexto espacial no afecté el nimero de flores, frutos y semillas
producidas, pero si la viabilidad y germinacion de las semillas, lo que condujo a que el
éxito reproductivo fuera mas alto en plantas aisladas y en bordes, que en plantas en el

centro de parches grandes.

Hornung-Leoni et al. (2013) estudiaron cinco especies de Puya, en los departamentos de
Ancansh y Canchayllo, Pert (Puya raimondii), y en la de costa de Chile central y en Chile
central (Puya alpestris, Puya chilensis, Puya coerulea, y Puya venusta), con el fin de
determinar si habia relacion entre las aves visitantes con respecto a la morfologia de la
planta (tamarfio de las flores, presencia de apéndice estéril) y las caracteristicas del nectar
(volumen, concentracion y composicion de azucares). Dichos autores encontraron
diferencias entre las especies de Puya, definiendo tres grupos bien diferenciados. El
primero consistid en aquellas especies que poseian el apéndice estéril y producen de
grandes cantidades de néctar diluido (P. chilensis y P. alpestris) y que fueron visitadas

principalmente por paseriformes; el segundo conformado por las especies que no tenian el
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apéndice estéril y producian néctar concentrado (P. coerulea y P. venusta), visitadas
principalmente por colibries; y el tercero se encuentra solo a P. raimondii que produjo
grandes cantidades de néctar concentrado y fue visitada por colibries y paseriformes. Este
estudio les permiti6 resaltar la importancia de la interacciéon entre los rasgos
morfoldgicos, las caracteristicas del néctar y los visitantes, y finalmente para explicar

los sistemas de polinizacion especializados y generalizados.

Por otro lado, la cordillera Oriental Colombiana hace parte de uno de los centros de
diversidad reconocidos para el género Puya (Varadarajan 1990). Para esta zona se han
registrado ocho especies, seis de las cuales estadn en el P.N.N Chingaza (Puya cryptantha,
P. lineata, P. nitida, P. trianae, P. goudotiana y P. santosii) (Betancur 2001). Entre
algunas de las investigaciones realizadas en esta zona y especies se encuentran los

efectuados por:

Chaparro & Mora (2003) evaluaron el aporte de la reproduccién sexual y asexual en la
dindmica de una poblacion de rosetas de Puya cryptantha en el P.N.N Chingaza, afirmando
que la reproduccion clonal permite aumentar la probabilidad de supervivencia y
longevidad del individuo genético, y la reproduccion sexual permite un crecimiento
poblacional elevado, especialmente en periodos de picos de floracién y cuando las

condiciones para la germinacion y el establecimiento son adecuadas.

Chaparro (2005) determind el sistema reproductivo, la fenologia y el desarrollo floral de
una poblacion de P. trianae en el P.N.N Chingaza, encontrando, que el sistema
reproductivo es autocompatible, el pico de floracion ocurre durante la época humeda y las
flores son hermafroditas con protoginia incompleta, por lo que P. trianae presenta tanto

polinizacién cruzada como autopolinizacion.

Lara & Bonilla (2006) trataron algunos aspectos sobre la biologia reproductiva de una
poblacién de Puya trianae, en la reserva municipal de Cogua, Cundinamarca, encontrando
una separacion espacio-temporal de los 6rganos reproductivos (protoginia) en las flores a
partir del inicio de la antesis, y un sistema reproductivo autocompatible, lo que permitié a

las inflorescencias autopolinizarse y ser fecundadas con polen foraneo.

Mora et al. (2007) tuvieron en cuenta la dinamica de la germinacion, la latencia de semillas

enterradas y el reclutamiento a partir de semillas diseminadas en condiciones naturales en
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dos poblaciones de Puya cryptantha y P. trianae, sugiriendo que la germinacion esta
asociada a la llegada de la época de lluvias y a factores abidticos como la luz; que al cabo
de un afo parte de las semillas se encuentran en un estado de latencia impuesta, y
finalmente que ambas especies tienen la capacidad de formar bancos de semillas

persistentes.

En el caso de Puya nitida, esta es una especie endémica de Colombia, distribuida en el
subpéaramo y paramo de la cordillera oriental del departamento de Cundinamarca, presente
en el P.N.N Chingaza generalmente en suelos bien drenados (Betancur 2001, obs. pers.),
actualmente se encuentra dentro de la categoria de amenaza casi amenazada (NT) segun el

libro rojo de plantas de Colombia (Garcia & Galeano 2006).

En la actualidad, solo existe un trabajo a nivel de comunidad donde se mencionan algunos
aspectos de la ecologia de dicha especie de planta. Este fue realizado por Gutiérrez (2005),
quien estudid la organizacion espacial y temporal de la comunidad de colibries y sus
plantas en el bosque alto-andino y sub-paramo de la cordillera oriental colombiana en
Torca (Cundinamarca). Alli, se refiere a la familia Bromeliaceae y especialmente a Puya
nitida como una de las especies de plantas con una floracion estacional importante para la

dieta de por lo menos cinco especies de colibries en la zona de sub-paramo.
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5. Materiales y metodos

5.1 Area de estudio

El estudio se realiz6 en el Parque Nacional Natural Chingaza (Cundinamarca),
especificamente en el sector de Piedras Gordas, en Jurisdiccion del municipio de La
Calera, cerca del camino que conduce a las lagunas de Buitrago, a 3400 m de elevacion
(Figura 5-1). Cartograficamente se encuentra ubicado entre los 04° 44° 15,1” N y 73° 50°
28,52” W. Posee una temperatura media anual entre los 7 y 10 © C y un régimen de
precipitacién unimodal, presentando las épocas de maxima precipitacion entre junio y

julio, y minimas entre enero y febrero (Figura 5-2).

El sitio de muestreo tiene un area de 0,06 km?, se encuentra localizado en zonas de ladera
con una pendiente aproximada de 40° con respecto a la horizontal. La vegetaciéon se
caracteriza por la presencia de especies de la familia Hypericaceae como Hypericum sp.,
de la familia Ericaceae: Macleania rupestris, Disterigma empetrifolium, Gaultheria
anastomosans, la familia Asteraceae: Espeletia grandiflora, entre otras especies como
Puya goudotiana, Calamagostris sp. y Aragoa corrugatifolia pertenecientes a las familias

Bromeliaceae, Poaceae, Rubiaceae, respectivamente.
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Figura 5-1: Mapa del Parque Nacional Natural Chingaza, la estrella roja indica la ubicacion del
sitio de muestreo. (Tomado de Vargas & Pedraza 2003).
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Figura 5-2: Promedio mensual multianual de precipitacion para 43 afios (1970-2013) de medicion
en la estacion Palacio, la estacion mas cercana al sitio de muestreo, datos tomados del sistema de
informacion hidrol6gica del campamento de Palacios (Empresa de Acueducto y Alcantarillado de
Bogota, EAAB).
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5.2 Especie de estudio

Puya nitida es una bromelia terrestre perteneciente a la submalia Pitcairnioideae, endémica
de Colombia, distribuida en los paramos del departamento de Cundinamarca. Presenta
reproduccion clonal, produciendo un conjunto de modulos originados a partir de un

genotipo parental. Posee plantas arrosetadas, con inflorescencias terminales que mueren
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luego del proceso de fructificacion y dispersion. Si bien, cada roseta es monocarpica, 10s

clones le confieren un caracter policarpico al individuo genético.

Puya nitida presenta hojas organizadas en forma de roseta, lanceoladas, de
aproximadamente 30 cm de largo, glabras, con margenes espinosos. Inflorescencia
terminal de tipo racimo, con raquis, bracteas y caliz con alta densidad de pelos dendroides
cafes. Flores hipoginas, zigomorfa, sépalos libres, extremadamente con indumento, pétalos
de 5 a 6 cm de largo, de color verde amarillo a violeta. Filamentos libres de la corola,
elongados, blancos, anteras color amarillo intenso a naranja. Estilo trifido. Fruto capsular,
subgloboso, café oscuro a negro. Semillas aladas (Smith & Dawns 1974; Chaparro & Mora
2003; Pedraza-Pefalosa et al.2005).

5.3 Fase de campo

El trabajo de campo tuvo una duracion de doce meses, entre febrero 2013 y febrero 2014.
Se realizaron 17 salidas de campo, una por mes, excepto los meses de noviembre y
diciembre en los cuales se hicieron cuatro y dos salidas respectivamente. Cada una de las

salidas tuvo una duracion entre tres a seis dias.

5.4 Caracterizacion de Parches

Al inicio del estudio (Febrero 2013) se hizo una caracterizacion a 46 parches seleccionados
previamente. A cada uno de ellos se les midi6 el 4rea aproximada en m?y se les registro el
nimero de rosetas fértiles, rosetas infértiles y rosetas muertas por cada uno.
Adicionalemente, se les realiz6 un mapa de la distribucion, representando la ubicacién de
la roseta dentro del parche. Las rosetas infertiles se graficaron como circulos vacios, las
rosetas fértiles circulos con un punto en el centro y las rosetas muertas producto de

floraciones y fructificaciones pasadas, con un circulo y una equis (x) en el centro.
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5.5 Biologia Floral

5.5.1 Morfologia floral

Con el fin de definir y caracterizar cada uno de los estados florales y estimar el grado de
expresion sexual, es decir, si existia dicogamia o separacion temporal de la fase masculina
y femenina y hercogamia o separacion espacial del androceo y gineceo, se seleccionaron
67 flores frescas en varias fases florales (botones, flores jovenes, flores maduras,
marchitas). A cada una de las flores se les tomaron medidas morfolégicas como: longitud
de la flor, longitud de los pétalos, ancho de la corola, longitud del estambre, longitud de la
antera, longitud del estilo, distancia desde la antera al estigma, y finalmente el largo y

ancho del ovario.

De igual forma, para cada uno de los estados florales, se tuvo en cuenta: 1) el desarrollo y
crecimiento del androceo con respecto al gineceo, 2) si las anteras estaban o no maduras
(presentando como signo de madurez la dehiscencia y liberacion de polen de las mismas);

y 3) si la flor producia o no néctar en el estado en particular.

5.5.2 Desarrollo Floral

Con el fin de seguir el desarrollo de la flor y definir la duracion en cada una de los estados
0 etapas de la misma, a diez botones florales previamente marcados, se les realizaron

observaciones diarias.

5.5.3 Receptividad estigmatica

La receptividad del estigma se evalu6 mediante pruebas de reaccion a la peroxidasa con
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), en cinco flores por cada uno de los
cuatro primeros estados florales, siguiendo la metodologia propuesta por Rodriguez-Riafio
& Dafni (2000). Se tuvo en cuenta el nimero de estigmas cuya superficie se tifié de color

purpura, considerando dicha tincion como signo de receptividad.

5.5.4 Produccion de néctar

Con el fin de estimar la cantidad y calidad del néctar como recompensa floral para los

visitantes florales, se midio el volumen y la concentracion de néctar en 24 flores en antesis
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seleccionadas aleatoriamente, mediante capilares calibrados a 5ul y un refractdmetro de

mano con rango de variacion en grados Brix de 0 a 32%, respectivamente.

5.6 Registro fenologico

El registro fenologico se realizd6 mensualmente desde febrero del 2013 hasta febrero del
2014, en diferentes niveles de organizacién, tales como, a nivel de poblacién, parche y
roseta. En cada uno de estos niveles se describieron patrones basados en las definiciones
dadas por Frankie et al., (1994) como frecuencia, sincronia, duracién y regularidad con que
ocurrian estados fenolégicos como la floracion, la fructificacion y la dispersion de
semillas. Para describir dichos patrones, se marcaron con cinta fluorescente 71 rosetas
fértiles en 46 parches. El parche se definié como el resultado de densas agrupaciones de

rosetas fértiles, infértiles y/o muertas producto de la reproduccion por clones.

5.6.1 Nivel de poblacién

Mensualmente se estimé el numero total de primordios florales, botones, flores, frutos
inmaduros (frutos de color verde con pétalos persistentes que lo cubren), frutos maduros
(frutos color café oscuro a negro, con linea de dehiscencia marcada en cada uno de los
I6culos) y frutos dehiscentes. Para cada uno de estos estados fenoldgicos, se logro
identificar patrones como: 1) Frecuencia, definida como el numero de ciclos “on”/“off”
del estado fenoldgico, por afio. Esta puede clasificarse como continuo (p. ej. floracion
durante todo el afio, con lapsos muy cortos y esporadicos sin floracion), subanual (p. ej.
periodos de floracion con inicio y fin bien definidos, con dos 0 mas eventos por afio), anual
(s6lo un periodo por afio, con inicio y fin bien definidos), y supra-anual (p. ej. floraciones
con lapsos de mas de un afio entre eventos), 2) Duracién, donde el estado fenoldgico
puede ser clasificado como breve (< 1 mes), intermedio (2- 5 meses) o prolongado (> 5
meses) y 3) Regularidad, es decir, si el estado fenoldgico se presenta en el mismo lapso de

tiempo (regular, irregular) (Figura 5-3).

5.6.2 Nivel de parche

Mensualmente se estimd el porcentaje de parches que se encontraban en un estado
fenolégico determinado (primordios de las inflorescencias, botones y flores, frutos

inmaduros, frutos maduros y frutos dehiscentes).
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5.6.3 Nivel de roseta

Se cont6 el nimero de botones, flores, frutos inmaduros, frutos maduros y frutos con
semillas dispersadas por roseta. Se estimé el porcentaje mensual de rosetas que estaban en

estado de frutos inmaduros, frutos maduros, frutos en dispersion de semillas y flores.

Por otro lado, a 69 rosetas fértiles, incluidas en 41 parches, se les calcul6 la longitud total y
parcial de la inflorescencia, teniendo en cuenta la primera, como la longitud desde la parte
del escapo que sobresale de la roseta, hasta el apice de la porcion reproductiva; y la
segunda, como la longitud de la porcion reproductiva de la inflorescencia. Ademas, se

midié la longitud de la hoja més larga, como un estimativo del tamafio de la planta.

Adicionalmente, con el fin de hacer una estimacion del numero de semillas formadas a
nivel de fruto y roseta, se calcul6 el nimero de semillas promedio a partir de quince frutos

seleccionados de manera aleatoria.

Figura 5-3: Estados fenoldgicos de Puya nitida. A. Fruto inmaduro; B. Fruto maduro; C Fruto
dehiscente.

23 mm

5.7 Sistema de reproduccién sexual en Puya nitida

El sistema reproductivo se evaludé mediante experimentos de polinizacién, en una muestra
de 75 flores pertenecientes a diez parches y doce individuos. Se usaron botones florales
proximos a la antesis, los cuales fueron marcados con cintas de colores (un color diferente
para cada uno de los tratamientos) y aislados antes y después de efectuar las polinizaciones
(en aquellos que se requeria) con bolsas de tela tul, para evitar los visitantes florales y el

ataque por herbivoria. En la Tabla 5-1 se describe cada tipo de tratamiento.
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Tabla 5-1: Descripcion de los experimentos de polinizacion usados para determinar el sistema

reproductivo de Puya nitida (modificado de Dafni 2001).

TRATAMIENTO TAMANO METODO
DE LA
MUESTRA
()

Autopolinizacion (AP) 19 La fuente de polen se toma de
la misma flor. Con
embolsamiento.

Geitonogamia (GT) 8 La fuente de polen se toma de
otra flor de la misma
inflorescencia. Con
emasculacion y
embolsamiento.

Polinizacién cruzada manual (PCM) 18 La fuente de polen se toma de
otra roseta de méas de 20 mt de
distancia. Con emasculacion y
embolsamiento.

Polinizacién cruzada natural (PCN) 10 La flor se deja expuesta a los
visitantes. Con emasculacion
y sin embolsamiento.

Polinizacién natural (PN) 20 Ensayo en condiciones

naturales. Sin emasculacion ni
embolsamiento.

Para valorar el éxito de cada uno de los experimentos, se estimé el numero de los frutos

formados (Fruit -set) y la calidad de estos, teniendo en cuenta variables como la altura, el

ancho, y el peso. De igual forma, se considero la tasa de autocompatibilidad mediante el

indice propuesto por Zapata & Arroyo (1978) en Dafni (2001), donde:

Frutos producidos por autopolinizacion
ISI= e
Frutos producidos por polinizacion cruzada

Los valores del ISI indican:
> 1 = Autocompatible

> 0.2 < = Parcialmente autocompatible

< 0.2 = En su mayor parte autoincompatible

0 = Totalmente autoincompatible



32

Estrategias de la reproduccion sexual de Puya nitida Mez.

5.7.1 Tasa de germinacion de semillas de Puya nitida bajo condiciones de
laboratorio

Para evaluar el éxito de la polinizacion natural en la poblacion de P. nitida, se calculo la
tasa de germinacion y viabilidad de sus semillas bajo condiciones de laboratorio, durante

dos meses (siete semanas).

A partir de 16 frutos, se tomaron de manera aleatoria 100 semillas por cada uno, las cuales
fueron mezcladas y agrupadas en un solo lote de 1.600 semillas. Luego, estas se
distribuyeron en 32 cajas de petri, cada una con grupos de 50 semillas, las cuales
estuvieron bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura (temperatura promedio

de 21° C y humedad relativa de 80% aproximadamente).

Por otro lado, con el fin de evidenciar los requerimientos basicos (luz) para la germinacion
de esta especie de planta, la mitad de las semillas (800 semillas- 16 cajas de petri) fueron
sometidas a condiciones de luz, y la otra mitad a condiciones de oscuridad, cubriéndolas
con papel aluminio. Semanalmente se revisé y contd el numero de semillas germinadas
(aparicion de radicula) en cada uno de los tratamientos, aquellas semillas que no
germinaron luego de siete semanas de observacion, se cortaron transversalmente y se les
reviso el estado del embridn, determinando si estas tenian el embrion en buen estado, si
estaban vacias o dafiadas (Figura 5-4). Aquellas semillas que tenian el embrién en buen
estado aparente, se les realiz6 una prueba de viabilidad con el método de Tetrazolium al
1% durante 48 horas. Luego, los embriones que se tifieron de color fucsia, fueron

determinados como viables.

Figura 5-4: Estados del embriéon de Puya nitida. A y B. Semilla germinada, la flecha sefiala la
radicula; C. Semilla con embrion en buen estado; D. Embrion dafiado; E. Semilla vacia.
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5.8 Interaccion planta-animal

5.8.1 Visitantes florales

Debido a que las aves son los principales visitantes florales de P. nitida, se realizaron siete
jornadas de observaciones focales a individuos florecidos de esta especie de planta (un
individuo por jornada), durante el pico de floracion del afio 2013, en los meses de
noviembre y diciembre. Cada jornada tuvo una duracion de cuatro horas, distribuidas en
intervalos de 06:00h -10:00h, acumulando un total de 28 horas de observacion. Para cada
visitante de las inflorescencias, se registrd la especie, la hora de llegada, la duracion de la

visita, nimero de flores visitadas y por Gltimo la forma de la visita.

De igual manera, se visitdé el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional de
Colombia en Bogota, especificamente la coleccion de Ornitologia, para tomar medidas
morfolégicas como longitud del culmen total, longitud del ala y longitud total, de
ejemplares de especies de aves que fueron observadas en campo, y de esta manera poder
comparar la morfologia entre las especies y establecer una relacién entre la morfologia de

las aves y el tamafio de las flores, con su forma de la visita.

5.8.2 Herbivoria

Para analizar la incidencia de la herbivoria sobre la reproduccion sexual de P. nitida, se
describid el tipo de herbivoria tanto de las estructuras vegetativas como reproductivas
(primordios florales, flores, frutos y semillas) de esta especie de planta, y mensualmente se
registr6 el nimero de frutos y de primordios de las inflorescencias con signos de
depredacion.

Adicionalmente, para el caso de los primordios, se definieron tres niveles de depredacion
de acuerdo al porcentaje de afectacion en dicha estructura. Asi, el nivel 1 incluy6 aquellos
que presentaron dafios en el 100% o 3/3 partes del primordio, el nivel 2 en el 66% (2/3
partes) y el nivel 3 en el 33% (1/3). Posteriormente, se cuantifico, la proporcion de

primordios afectados en cada uno de los niveles de depredacion.

Asi mismo, para identificar los herbivoros que los estaban afectando, se recolectaron
algunas de estas estructuras reproductivas. En el caso de los insectos adultos, estos fueron

conservados en alcohol al 70%; con respecto a las larvas, estas se criaron en condiciones
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de laboratorio, con el fin de que pudieran ser identificadas taxonomicamente en la fase

adulta.

5.9 Tratamiento de los datos

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa R version 3.0.1 (2013), con el
cual se aplico tanto estadistica paramétrica como no paramétrica segun el caso, usando, los
paquetes: Nortest, Mtvnorm, Class, VGAM, Splines, Stats4, Lawstat, Car, Multcomp,
Survival, E1071, Stats y Ltm (Anexo B).

Debido a que los datos presentaron distribucion normal (Kolmogorov- Smirnov, Shapiro-
Wilk p > 0,05) y homogeneidad de varianzas (Levene P > 0,05) se usO estadistica

paramétrica, en las siguientes situaciones:

1) Con el fin de observar si habia diferencias significativas en el tamafio de las
estructuras de la flor (corola, pétalos, estambre, antera, estilo, ovario), y verificar si
existia variacion en la separacion espacial del androceo y gineceo (distancia
estigma-estambre, hercogamia) a traves del desarrollo de la flor, se realizd una
ANOVA unifactorial.

2) Para determinar si habia diferencias significativas en la calidad de los frutos
producidos a partir de los experimentos de polinizacién, se realiz6 una ANOVA
unifactorial con las transformaciones de In, x> y 1/x* para las variables de peso,

altura y ancho de los frutos, respectivamente.
3) Para observar si existia diferencias en cuanto a la duracion de la visita, con respecto
a las especies de aves observadas, se usé una ANOVA unifactorial con una

transformacion de In.

Por su parte, se usé estadistica no paramétrica debido a que los datos no presentaron

distribucion normal (Kolmogorov- Smirnov, Shapiro- Wilk p < 0,05) y homogeneidad de

varianzas (Levene P < 0,05) en las situaciones dadas a continuacion:

1) Para evaluar el patron fenoldgico a nivel de poblacion se realiz6 una ANOVA de

Friedman, especificamente, para analizar si hubo diferencias significativas entre el
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2)

numero de frutos inmaduros, frutos maduros, frutos en dispersién de semillas,

botones florales, y flores, en los meses de estudio.

Para evaluar si hubo diferencias en el nimero de frutos inmaduros, frutos maduros,
frutos en dispersion de semillas, botones florales, y flores entre las rosetas

analizadas, se hizo una Kruskal-Wallis.

3) Asimismo, con el fin de comparar la frecuencias de las visitas, el numero de flores

4)

5)

6)

probadas y las medidas morfologicas entre las especies de aves registradas se

realizo una Kruskal-Wallis.

Para analizar la incidencia de la herbivoria sobre la reproduccion sexual de P. nitida
y observar si existia diferencias significativas en el nimero frutos y de primordios
de las inflorescencias con signos de herbivoria, a través de los meses, se utilizd una
ANOVA de Friedman, y una Kruskall-Wallis, para comparar el porcetaje de frutos

depredados entre las rosetas.

Para determinar si habia diferencias significativas en el numero de semillas
germinadas por semana, en cada uno de los tratamientos aplicados (luz y
oscuridad), se emple6 una ANOVA de Friedman. Adicionalmente, se hizo una
prueba de Wilcoxon como un test postc hoc entre pares de semanas, para observar

entre cuales se presentaron diferencias significativas.

Con el proposito de comparar el ndmero de semillas germinadas entre los
tratamientos de germinacion de semillas (luz y oscuridad), se empled una prueba de
U Mann-Whitney.

7) Asimismo, para estimar si hubo diferencias significativas entre el numero de

semillas germinadas, viables, vacias y dafadas, tanto para el tratamiento de luz
como el de oscuridad, se emple6 una prueba de Kruskall-Wallis, para cada uno de

ellos.
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8) Por otro lado, para analizar la relacion entre el tamafio de las rosetas (longitud de la
hoja mas larga) y de las inflorescencias, con el nimero de frutos, se realizé un

coeficiente de correlacién de Pearson.

9) Con el fin de comparar el numero de frutos formados (fruit set) con respecto a los
tratamientos de polinizacion se emple6 una prueba de Chi-cuadrado, y como una
prueba Post hoc una correccion de la Chi-cuadrado entre pares de tratamientos para

definir entre cuales experimentos se presentaron diferencias significativas.
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6. Resultados

6.1 Caracterizacion de parches

A nivel de parche, se encontraron densas agrupaciones 0 parches de rosetas bien
diferenciados unos de los otros, a una distancia minima de cinco metros. Asi mismo, se
evidencié que muchas de las rosetas alli presentes se originaron clonalmente a partir de los

meristemos ubicados en las axilas de las hojas basales.

Se registré asincronia dentro y entre los parches, ya que presentaron al mismo tiempo
rosetas en varias etapas de su clico de vida, registrdndose rosetas fértiles, infértiles y

rosetas muertas, producto de floraciones y fructificaciones pasadas (Figura 6-1).

Figura 6-1: A. Aspecto general de un parche y detalle de la formacion de clones (flecha) de Puya
nitida; B. Representacion grafica de la distribucion de las rosetas dentro de los parches de Puya
nitida. Circulo vacio: roseta infértil, Doble circulo: roseta fértil, Circulo con cruz: roseta muerta.
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En promedio los parches de P. nitida presentaron un area de 3,4 m*+ 2,175 (n=46), con
alrededor de 29,1 + 19,27 rosetas en total; 1,7 + 1,55 rosetas fértiles (n= 46, Max=7, Min=
0), 24,8 + 17,81 rosetas infértiles (n=46, Max= 103, Min=5), y 2,6 + 2,14 rosetas muertas
por parche (n=46, Max=10, Min=0).

6.2 Biologia Floral

6.2.1 Morfologia floral, desarrollo Floral y receptividad estigmatica

Las flores de Puya nitida son perfectas, completas y zigomorfas, presentan simetria
bilateral; estan conformadas por cuatro verticilos; tienen un céliz con alta densidad de
indumento y persistente en los frutos inmaduros y maduros; la corola posee tres pétalos
libres, persistente en frutos inmaduros formando una espiral en la punta. Segln la tabla de
colores de Munsell el color de los pétalos va desde amarillo palido (5Y 8/4), rojo claro
(10R 5/3) a rojo oscuro (10R 4/1). Dicha variacion en la coloraciéon, se da entre flores que
estan en el mismo estado de desarrollo, entre las diferentes inflorescencias que conforman
la poblacion; esto quiere decir, que se pueden encontrar en la misma poblacion,
inflorescencias con flores color amarillo palido e inflorescencias con flores color rojo
claro. El androceo tiene seis filamentos, anteras bitecadas, introrsas, basifijas, con polen
color amarillo intenso, el gineceo es sincarpico, con ovario supero Yy trilocular. Posee
nectarios septales intraloculares, extendiéndose desde la base de los léculos del ovario
(Figura 6-2).

Figura 6-2: Registro de la variacion en la coloracion de las flores de Puya nitida en el sector

Piedras Gordas, Parque Chingaza. A. Corola amarillo palido (5Y 8/4), B. rojo claro (10R 5/3) y C.
rojo oscuro (10R 4/1).
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Teniendo en cuenta las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y del grado de expresion
sexual (dicogamia, hercogamia) de las flores de Puya nitida a través de su desarrollo, se

reconocieron ocho fases o etapas fenologicas.

Estado 0: yema. En esta etapa los sépalos convergen hacia el centro de la flor tocAndose en
el margen, en este momento cubren completamente los demas verticilos (pétalos,
estambres y pistilo), por lo que no se pudieron apreciar las partes reproductivas de la flor.
Los petalos, los estambres y el estilo estaban poco desarrollados e inmaduros, con una
longitud menor a la de los demas estados florales, mientras que las anteras, tuvieron un
tamafio mayor que las otras fases, pero sin hacer dehiscencia (no han liberado polen) y
tener contacto con el estigma (Anexo A, Figura 6-3A, Figura 6-4). También se evidencio
que no hubo produccion de néctar en esta fase. La duracion promedio para esta etapa fue
de 2,5 = 0,70 dias (n=10, Max=4, Min=2) desde que la yema se separ6 y abrid
perpendicularmente de la parte central de la inflorescencia.

Estado 1: botdn. Los sépalos apenas se separaban por el &pice y dejaban ver los pétalos
sobrepasandolos entre 5 a 10 mm, no se observaron las partes reproductivas de la flor, ya
que los pétalos permanecieron unidos. Tanto los pétalos, como los estambres y pistilo se
alargaron ligeramente en comparacion con el estado 0 (Anexo A) Las anteras
permanecieron cerradas, sin liberar polen y sin entrar en contacto con el estigma. Al igual
que en el estado 0, no hubo produccion de néctar y el estigma permaneci6 receptivo,
puesto que se observo tincidn color purpura (n=5). (Figura 6-3B, Figura 6-4). La duracion

de esta etapa fue de 2,2 + 0,42 dias en promedio (n=10, Max=3, Min=2).

Estado 2: boton con pétalos visibles. Es un estado similar al pasado, puesto que no se
observaron las partes reproductivas de las flor, liberacién de polen, ni produccion de
néctar; ademas, las anteras no entraron en contacto con el estigma, sin embargo, se aprecio
un aumento en el tamafio de los estambres, estilo y pétalos, este Gltimo sobresaliendo en
mas de 15 mm de los sépalos. (Anexo A, Figura 6-3C, Figura 6-4). Esta etapa tuvo una
duracion promedio de 1,1 £ 0,3 dias (n=10, Max=2, Min=1), durante el cual el estigma

estuvo receptivo.

Estado 3: inicio de la antesis. Los peétalos, estambres y estilo crecieron notoriamente en
comparacion con los estados descritos anteriormente. Los pétalos comenzaron a separarse

en la parte apical, presentando un orificio central en donde se alcanz6 a observar el
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estigma. Las anteras no hicieron dehiscencia, pero presentaron mas movimientos, siendo
mas versatiles y separadas del estigma (Anexo A, Figura 6-3D, Figura 6-4). Durante esta
etapa la flor inicio la produccion de néctar, lo cual puede estar asociado con la posibilidad
de polinizacion cruzada por parte de visitantes florales. La presente fase dur6 alrededor de

un dia.

Estado 4: flor no expandida. Los sépalos se encontraron mas separados, abriendole paso a
la antesis de la flor. Los pétalos también se observaron mas separados en el apice formando
un orificio central y un tubo por el que se pudieron observar los estambres, el estigma y la
base de la flor; las anteras fueron versatiles y liberaron polen, a raiz de esto, inicia la fase
masculina. Las flores produjeron néctar (Anexo A, Figura 6-3E, Figura 6-4). Esta fase se

mantuvo durante un dia.

Fase 5: Flor expandida. Este fue el estadio mas largo (4,4 + 0,56 dias, n=10, Max=5,
Min= 3) y complejo de la flor; el orificio central de la flor alcanzé su mayor diametro,
permitiendo ver claramente el androceo y el gineceo. Los pétalos, estambre y pistilo
detuvieron su crecimiento, y las anteras presentaron cambios en su morfologia y contenido
polinico, el cual se vio disminuido en cuanto a cantidad, probablemente por la afluencia de
polinizadores (Anexo A, Figura 6-3F, Figura 6-4). La fase masculina y la femenina se
encontraron sincronizadas en esta etapa; en algunas flores el estigma entraba en contacto
con las anteras, pero en otras, por la versatilidad y la posicion de la flor, las anteras
sobresalian de esta y era la primera estructura con la que los polinizadores entraban en

contacto (Figura 6-5). La produccion de néctar en esta etapa fue perceptible.

Fase 6: Inicio de la senescencia. Los pétalos se unieron por él dpice, de manera que no
permitieron ver el interior de la flor. Los pétalos y estructuras reproductivas perdieron
turgencia y detuvieron su crecimiento (Anexo A Figura 6-3G, Figura 6-4). El estigma
estaba receptivo y repleto de polen, las anteras disminuyeron de tamafio debido a que ya se
habia liberado y dispersado completamente. La duracién de esta etapa fue de alrededor de
2 a 3 dias (2,7 £ 0,67 dias, Max= 4, Min= 2).

Fase 7: flor senescente. Los petalos se observaron completamente unidos formado una
rosca al igual que los estambres, los cuales se entorcharon alrededor del pistilo entrando en

contacto con el estigma. De esta forma, dicha fase presenté diferencias significativas en la
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medida de la distancia del estigma a las anteras, con respecto a las otras fases (ANOVA,
F7 50=3,61, p= 0.0026, Tukey, p < 0,05), puesto que en las primeras etapas de la flor, estas
dos estructuras se separaban por algunos milimetros, y en la presente estaban al mismo
nivel. Por otro lado, tanto los pétalos como las demas estructuras reproductivas perdieron
turgencia, se observd que las anteras estaban vacias y que la produccion de néctar se
detuvo (Anexo A, Figura 6-3H, Figura 6-4). Esta fase tuvo una duracién de alrededor

cuatro dias, continuando con la formacion de los frutos.

A nivel general, a medida que las flores iban pasando de estado o fase floral, estas
cambiaron el tamafio de cada una de las estructuras florales. Asi, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la longitud de los pétalos (ANOVA, F7s0= 96,71, p <
0,001), estambres (ANOVA, F75,=20,89, p < 0,001) y estilo (ANOVA, F75=39,02, p <
0,001), los cuales iban creciendo a medida que la flor aumentaba de edad y pasaban de
fase. Sin embargo, en las Ultimas tres etapas florales (fase 5, 6 y 7) no presentaron
diferencias significativas entre estas variables, debido a que el crecimiento de la flor se
suspendia (Tukey, p > 0,05). En el caso de la longitud de las anteras, estas también
presentaron diferencias significativas entre los estados (ANOVA, F7s9= 14,59, p < 0,001),
pero en este caso se debia a una reduccion en su tamafio. Las diferencias se dieron
principalmente entre las primeras cuatro fases (fase 0, fase 1, fase 2, fase 3), donde las
anteras estaban inmaduras y cargadas con polen, con respecto a las dos Gltimas fases (fase
6, fase 7) en las cuales este ya se habia liberado (Tukey, p < 0,001).

De igual manera, se pudo apreciar mediante las pruebas de MTT, que desde la primera fase
inicial (fase 0 o yema) los estigmas permanecieron receptivos y maduraron primero que
las estructuras masculinas, mostrando un desfase temporal o protoginia entre las partes

reproductivas de la flor.
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Figura 6-3: Detalle de las caracteristicas diagnosticas en los diferentes estados florales de Puya
nitida: A. Estado 0 o yema; B. Estado 1 o boton; C. Estado 2 o boton con pétalos visibles; D.
Estado 3 o inicio de la antesis; E. Estado 4 o Flor no expandida; F. Estado 5 o Flor expandida; G.
Estado 6 o Inicio de la senescencia; H. Estado 7 o flor senescente.

Figura 6-4: Crecimiento del androceo y gineceo segln los estados florales de Puya nitida. Se representa la
posicién del estigma en relacion a las anteras y la duracion de cada etapa. Las figuras con circulos amarillos
son las anteras sin hacer dehiscencia, los circulos amarillos con puntos naranjas son las anteras liberando
polen; los triangulos y flechas de color crema son las anteras vacias y en contacto con el estigma; la figura en
forma de bastdn color verde con circulo verde, es el estigma inmaduro; morado, estigma recibiendo polen; y
rosado estigma maduro.
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Figura 6-5: Posicién de las anteras en el estado cinco, evidencia del contacto con Eriochemis
vestita.

6.2.2 Produccion de néctar

La produccion de néctar en Puya nitida inici6 a partir del estado tres o inicio de la antesis,

hasta el estado seis o inicio de la senescencia. La concentracion y el volumen de néctar
promedio fue de 16,24 +5,51% (n=24) y de 41,5ul £ 31 (n=24), respectivamente.

6.3 Patron fenologico

6.3.1 Nivel de poblacion

Cada una de las fases fenol6gicas analizadas a nivel de poblacion (frutos inmaduros, frutos
maduros, frutos dehisentes, flores y botones), se presentaron de manera sincronica, con
intervalos de tiempo bien diferenciados, con una frecuencia anual y una duracién

intermedia (cuatro meses) a prolongada (> 6 meses).

Cuando se inicid el registro fenoldgico (febrero 2013) de la poblacién de P. nitida, se
encontraron rosetas que estaban en la fase final de la floracion que comenzé en el afio
2012, y rosetas que estaban en la fase inicial de la maduracion de los frutos (Figura 6-6,
Figura 6-7).

El tiempo que transcurrio desde la etapa de frutos inmaduros a frutos maduros fue de siete
meses aproximadamente, desde febrero del 2013 hasta septiembre del mismo afio; no
obstante, se aprecié una disminucion en el nimero de frutos inmaduros a través de los
meses, debido a que estos fueron afectados por la depredacion de varias especies de

insectos, los cuales consumian y luego descomponian las partes del fruto. Asi por ejemplo,
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para el mes de febrero se registraron alrededor de 2500 frutos inmaduros, y para el mes de

agosto este numero disminuyd casi a la mitad con 1426 frutos (Figura 6-6).

Por otro lado, a partir de agosto del 2013, el nidmero de frutos inmaduros disminuyo
significativamente hasta el mes de noviembre del mismo afio, debido a que por estos meses
los frutos inmaduros comenzaron a cambiar de estado, convirtiéndose en frutos maduros.
De esta manera, se encontraron diferencias significativas en el nimero de frutos inmaduros
entre los meses evaluados (ANOVA Friedman = 483.503, df = 12, p < 0,001).

La etapa de frutos maduros se observo desde finales de agosto del 2013 hasta noviembre
del 2013, para esta ultima fecha se dio inicio a la dispersion de semillas. Los frutos que
comenzaron a liberar semillas permanecieron de esta forma por méas de cinco meses, ya
que estas se iban liberando paulatinamente. (Figura 6-6). EI nimero de frutos maduros
(ANOVA Friedman = 449.16, df = 12, p < 0,001) y con dispersion de semillas (ANOVA
Friedman = 540.80, df = 12, p < 0,001) también presentaron diferencias significativas entre

los meses de estudio.

La floracion de P. nitida se dio a finales de octubre del 2013 hasta comienzos de febrero
del 2014. No obstante, se registraron diferencias significativas en el nimero de botones
(ANOVA Friedman = 113.50, df = 16, p < 0,001) y flores (ANOVA Friedman = 98.54, df
=16, p < 0,001) a través de los meses, debido a que esta no siempre fue igual de intensa.
Asi, durante el mes de noviembre se registr6 un pico claro en la floracion, con alrededor de
108 flores y 156 botones (Figura 6-7). De igual forma, cabe resaltar, que el pico de
floracién de P.nitida coincidié con el periodo seco o de menor precipitacion registrado en
el P.N.N Chingaza (Figura 6-7).
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Figura 6-6: Variacion mensual en el numero de frutos inmaduros, frutos maduros y frutos con

semillas dispersadas de Puya nitida.
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Figura 6-7: Variacion mensual en el nimero de botones florales y flores en antesis de Puya nitida

y precipitacion mensual multianual (1927-2013) en el P.N.N Chingaza.
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Entre los meses de febrero y agosto del 2013, el 58,7% de los parches se encontraron en

frutos inmaduros. Este porcentaje se mantuvo, luego de que los frutos maduraran y
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dispersaran sus semillas durante los meses de septiembre del 2013 a enero del 2014 (Figura
6-8).

Por otro lado, se pudo observar que a partir del mes de junio del 2013, los parches
comenzaron a formar primordios de las inflorescencias, estado que se prolongé hasta el
mes de diciembre del mismo afio. No obstante, vale la pena resaltar que el mes de julio
presentoO el mayor porcentaje de parches en este estado, con un 43,5%, y que a partir de alli
se experimento una disminucién debido al fuerte impacto de herbivoria por parte de larvas

y adultos de varias especies de insectos (Figura 6-9).

Adicionalmente, para el mes de octubre del 2013, el porcentaje de parches con primordios
florales disminuy6 casi a la mitad (29,9%), puesto que, por esta misma fecha se dio inicio
a la maduracion y floracion de esta estructura. De esta forma, para los meses de noviembre
y diciembre se encontrd que el 23,9% y 26,19% de los parches estaban en periodo de
floracién (Figura 6-9).

Figura 6-8: Variacion mensual en el porcentaje (%) de parches en estado fenolégico de frutos
inmaduros, frutos maduros y frutos con dispersion de semillas.
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Figura 6-9: Variacion mensual del porcentaje (%) de parches con presencia de primordios florales,
botones y flores.
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6.3.3 Nivel de roseta

A nivel de roseta, las plantas de P. nitida presentaron una forma de floracion tipo acropeta
(de abajo hacia arriba), por lo que fue posible encontrar en la misma inflorescencia varios
estadios de la flor, mostrando una asincronia a este nivel. La floracion en la inflorescencia

durd alrededor de dos meses, desde que abrid la primera flor hasta la Gltima.

En el caso de las rosetas fertiles, estas presentaron una longitud promedio de la hoja de
32,25 cm £ 7,05 (n =69); y especificamente sus partes reproductivas alcanzaron una
longitud total de 134,68 + 31,48 cm (n=69) y una longitud parcial de 52,14 + 16,3 cm (n=
69). El nimero promedio de frutos maduros por roseta fue de 25,06 + 16,27 (n=50) y el
namero promedio de semillas por fruto de 670,2 £ 206,3 (n= 15), lo cual indica que por

roseta de P. nitida se pueden formar alrededor de 16.790 semillas.

Por otro lado, se encontrd una relacion positiva entre el nimero de frutos y la longitud total
(r=0.369, p= 0.008) y parcial de la inflorescencia (r= 0.49, p <0.001); no obstante, cabe
resaltar que en el primer caso (longitud total) dicha asociacion no fue muy fuerte o intensa
debido a su valor de (r). Por el contrario, no se encontrd una relacion entre el nimero de

frutos y la longitud de la hoja mas larga (r=0.077, p =0.593).

Durante los primeros siete meses de investigacion (febrero-agosto del 2013), méas del 60%
de las rosetas marcadas se encontraron en frutos inmaduros, las cuales luego maduraron y

dispersaron semillas entre septiembre del 2013 y enero del 2014 (Figura 6-10).
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De igual forma, para febrero del 2013, se registraron doce rosetas (20,3%) que presentaron
en la parte apical, flores expandidas y senescentes, indicando que la poblacion estaba
culminando la etapa de floracion que inici6 en el afio 2012. No obstante, en octubre del
2013, se registraron otras nuevas rosetas que estaban iniciando con la etapa de floracion de
dicho afio (2013). Para el mes de noviembre y diciembre del 2013 se observo el porcentaje
mas alto de rosetas en estado de flor, con el 20, 3% vy el 22%, respectivamente (Figura 6-
10).

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de frutos inmaduros (ANOVA
Kruskal-Wallis = 251.7, df = 48, p < 0,001) y con dispersion de semillas (ANOVA
Kruskal-Wallis = 154.65, df = 45, p < 0,001) entre las rosetas, a diferencia de los frutos
maduros donde no se observaron diferencias (ANOVA Kruskal-Wallis = 251.70, df =48, p
> 0,05).

Figura 6-10: Variacion mensual del porcentaje de rosetas en estado fenoldgico de frutos
inmaduros, frutos maduros, frutos con dispersion de semillas y flores.
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6.4 Sistema de reproduccion sexual en Puya nitida

El nimero de frutos formados en Puya nitida fue significativamente diferente en cada uno
de los experimentos realizados (Chi-cuadrado = 16.886, df = 4, p = 0.002). De esta manera,
P. nitida formé un nimero mayor de frutos en el tratamiento de polinizacion cruzada
manual (PCM) con el 66,6% (n=18), seguido por los experimentos de polinizacién natural
(PN) (n=20) y polinizacion cruzada natural (n=10) (PCN), con el 50 % de los frutos

formados cada uno, los cuales se diferenciaron significativamente del tratamiento por
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autopolinizacion (AP), que tuvo el menor nimero de frutos formados con el 5,26 % (n=19)
(Tabla 6-1, Figura 6-11).

No obstante, cabe resaltar que en los tratamientos de polinizacion realizados, una parte de
los frutos que no se formaron tuvieron signos de herbivoria, por lo cual, no se pudo
distinguir si la falta del desarrollo se debia a este evento o a que ciertamente no se hizo
efectiva la polinizacion. De igual forma, hubo casos donde aparentemente (en la parte
externa) se formaba el fruto, pero en el interior de estos las semillas no lo habian hecho,
por lo tanto, estos frutos también se incluyeron dentro del grupo de frutos no formados.
Asi, los frutos considerados como no formados incluyeron tanto los que no se desarrollaron
posiblemente por herbivoria o polinizacion efectiva, y por los que no desarrollaron

semillas (Figura 6-12).

A pesar de esto, se pudo reconocer que hubo tratamientos en donde hubo mayor ataque por
herbivoria, tal como ocurrio en el de AP, el cual presento diferencias significativas con
respecto a los tratamientos de PN (Chi-cuadrado = 5.76, df = 1, p = 0.016) y PCM (Chi-
cuadrado = 4.65, df = 1, p = 0.030).

Por otro lado, el indice de tasa de autoincompatibilidad (ISI) fue de 0,08, indicando que
Puya nitida es su mayor parte es autoincompatible.
Tabla 6-1: Correccion de la Chi-cuadrado, para pares de experimentos de polinizacion, se

muestran solo las diferencias significativas. AP (Autopolinizacion), GT (Geitonogamia), PCM
(Polinizacién cruzada manual), PCN (Polinizacion cruzada natural), PN (Polinizacion natural).

Experimentos Estadistico: Correccion de la
Chi-cuadrado

PCMy AP Chi-cuadrado = 15.29, df = 1, p < 0,001

PNy AP Chi-cuadrado =9.63, df =1, p = 0.0019

PCNy AP Chi-cuadrado =7.99, df =1, p = 0.004




50

Estrategias de la reproduccion sexual de Puya nitida Mez.

Figura 6-11: Porcentaje de frutos formados y no formados por cada uno de los tratamientos de
polinizacién, AP (Autopolinizacion), GT (Geitonogamia), PCM (Polinizacién cruzada manual),
PCN (Polinizacion cruzada natural), PN (Polinizacion natural).
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Asi mismo, se encontraron diferencias significativas en las medidas tomadas en los frutos
formados por tratamiento. En el caso del peso se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos de autopolinizacion, con polinizacion cruzada manual (Tukey p<
0,001), polinizacion cruzada natural y polinizacion natural (Tukey p<0,05), siendo los
frutos de la PCM y PCN mas pesados que el resto de los tratamientos. También, se
encontraron diferencias significativas en la altura y el ancho de los frutos entre los
experimentos de AP, con respecto a la PCN y la PCM, respectivamente (Tukey p<0,05),
siendo de mayor tamafio aquellos frutos originados en la PCM y PCN (Figura 6-12, Figura
6-13, Tabla 6-2).
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Figura 6-12: Tipos de frutos formados a partir de los experimentos de polinizacion manual. A.
Diferencias en los tamafos, B. Frutos con signos de herbivoria, C. Corte horizontal de los frutos, se
muestra la falta de desarrollo de las semillas. D. Corte horizontal de los frutos, se muestra las
semillas formadas.

Tabla 6-2. Caracteristicas de los frutos formados en diferentes tratamientos de polinizacion
aplicados a P. nitida. Las cantidades indican la media y la desviacion estandar, el tamafio de la
muestra se seflala entre paréntesis. PN=Polinizacion Natural, AP=Autopolinizacion,
PCM=Polinizacion Cruzada, PCN=Polinizacién cruzada natural y GT=Geitonogamia.

Caracteristicas PN AP PCM PCN GT Prueba estadistica
de los frutos
Ne° de frutos 10 (20) 1(19) 12 (18) 5 (10) 2(8) X? =0.002034
formados
Peso (gr) 1,49+0,707 0,71+0,20 1,80 £ 0,67 1,96+0,88 1,045+0,56 ANOVA , 4,44 = 6,51
(15) (10) (13) ) 4 p <0,001
Altura (mm) 23,30+£3,74 1959+£327 23,07+x464 2496+3,70 22,86+254 ANOVA , f4,44 =3.01
(15) (10) (13) (5) (4) p= 0.027
Ancho (mm) 12,74 +3,13 10,64 +3,10 14,03+x4,1 34,72+471 10,6%1,20 ANOVA , 4,44 =3.09

(15) (10) (13) ®) ) p= 0.025
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Figura 6-13. Caracteristicas de los frutos formados en diferentes tratamientos/experimentos de
polinizacién aplicados a P. nitida. PN=Polinizacion Natural, AP=Autopolinizacion,
PCM=Polinizacién Cruzada, PCN=Polinizacién cruzada natural y GT=Geitonogamia.
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6.4.1 Germinacion de semillas de Puya nitida bajo condiciones de
laboratorio

Las semillas de Puya nitida comenzaron a germinar a partir de la segunda semana (15 dias)
de registro para el tratamiento de luz, y en la tercera semana (24 dias) para el tratamiento
de oscuridad, a partir de alli, la tasa de germinacion se dio de manera continua hasta la

semana siete (56 dias, ultima fecha de registro)

No obstante, durante la semana tres (24 dias) y cuatro (32 dias) se evidenci6 un pico claro
de germinacién con 239 y 200 semillas bajo condiciones de luz, y 28 y 41 semillas bajo
condiciones de oscuridad. A partir del cual, hubo una disminucion constante hasta la
ultima semana de registro (semana 7, 56 dias). A raiz de dicho pico de germinacion, se
observaron diferencias significativas en el namero de semillas germinadas para cada uno
de los tratamientos, con respecto a las semanas de registro, (ANOVA Friedman Luz =
55.41, df = 6, p <0,001) y (ANOVA Friedman Oscuridad = 26.11, df = 6, p = 0.0002)
(Figura 6-14).

A pesar de que el comportamiento de germinacion a través de las semanas fue similar en
los tratamientos usados, el nimero de semillas germinadas fue significativamente mayor

para aquellas que se sometieron a condiciones de luz que las de oscuridad (Wilcoxon =
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9296, p <0,001), con un total de 637 (79,6%) semillas germinadas en luz y 102 (12,7%) en
oscuridad (Figura 6-14).

A partir de las semillas que no germinaron y que posteriormente se les evaluo el estado del
embrion, se encontré para el tratamiento de luz que el 13,5 % (108 semillas)
correspondieron a semillas dafiadas, el 3,6 % (29) a semillas viables y el 3,2% (26) a
semillas vacias (Figura 6-15). Para el caso de las semillas sometidas a oscuridad, se
encontré que el 43,9% (351) pertenecieron a semillas viables y el 39,5% (316) y 3,9 %

(31) a semillas dafadas y vacias, respectivamente (Figura 6-15).

De esta forma, se encontraron diferencias significativas en el numero de semillas
germinadas dafadas, viables y vacias tanto para el tratamiento de luz (Chi-cuadrado =
47.7, df = 3, p <0,001), como para el de oscuridad (Chi-cuadrado = 42.7, df = 3, p <
0,001).

Figura 6-14: Numero de semillas germinadas semanalmente, para el tratamiento de luz vy
oscuridad.
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Figura 6-15: Porcentaje de semillas germinadas, viables, dafiadas y vacias para el tratamiento de
luz y oscuridad
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6.5 Interaccion planta-animal

6.5.1 Visitantes florales

Entre los meses de noviembre y diciembre del 2013, se registraron 42 visitas por parte de
cuatro especies de colibries (Lesbia victoriae, Chalcostigma heteropogon, Eriocnemis
vestita y Pterophanes cyanopterus) y una especie de diglosa (Diglossa humeralis). El
namero total de las visitas a las flores de Puya nitida, correspondi6 principalmente a las
aves que presentaron mayor nimero de registros, las cuales fueron E. vestita, L.victoriae y
C. heteropogon con dieseis, once y nueve registros respectivamente, lo que corresponde al
85% total de las visitas; a diferencia de las deméas especies (P. cyanopterus, Diglossa
humeralis), que se observaron esporadicamente y de las cuales se obtuvieron entre uno a
cinco registros (14,3%) (Figura 6-16). A pesar de esto, no se observaron diferencias
significativas en la frecuencia de estas (ANOVA Kruskal-Wallis = 2.68, df = 4, p = 0.611).

Con respecto al comportamiento al momento de realizar la visita, no se encontraron
diferencias en el nimero de flores probadas entre las especies (ANOVA Kruskall-Wallis =
6.39, df = 4, p = 0.1717), las cuales, visitaron mas de una flor en la misma inflorescencia,
visitando en promedio seis flores (6,14 = 4,68). Por el contrario, se observaron diferencias
en la duracion de las visitas (ANOVA, fs 32= 3.34, p = 0.019) ya que especies como E.
vestita y C. heteropogon invirtieron mas tiempo en la visita que el resto de las especies (>
1 minuto), y en las técnicas de forrajeo empleadas, lo cual a su vez, puede estar

relacionado e influenciado por sus diferencias en morfologia y tamafio.
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De esta forma, se presentaron diferencias significativas en las estructuras morfoldgicas de
los visitantes, que son importantes para definir particularidades ecoldgicas y del
comportamiento en las aves, como son la longitud del culmen total (ANOVA Kruskal-
Wallis = 61.03, df = 4, p < 0,001), longitud del ala (ANOVA Kruskal-Wallis = 49.84, df =
4, p < 0,001) y la longitud total (ANOVA Kruskal-Wallis = 41.86, df = 4, p < 0,001)
(Tabla 6-3).

E. vestita, L. victoriae y C. heteropogon presentaron tallas y comportamientos similares al
momento de realizar la visita. Al tener el pico recto y corto, estas aves se colgaron
brevemente de las flores para libar y alcanzar el néctar, intercaldindolo con momentos de
percha en ramas aledafias de otras especies de plantas, o usando las flores que se
encontraban mas abajo de la que estaban libando, gastando mas tiempo en la visitas que el
resto de las especies. C. heteropogon present6 diferencias significativas en la duracion de
la visita con respecto a P. cyanopterus (Tukey p = 0.019), debido a que dispuso mas
tiempo visitando las flores de P. nitida. Todas las especies de aves mencionadas
anteriormente, visitaron siempre de forma legitima, accediendo por la parte distal de la flor
y entrando en contacto con las partes reproductivas de esta, cargando el polen en la cabeza
del ave. Asi mismo, visitaban periddicamente en intervalos de aproximadamente una hora,

lo cual puede indicar que posiblemente se comportaban como “ruteros” (Figura 6-17).

Por el contrario, Pterophanes cyanopterus present6 una longitud mayor en cada una de las
estructuras medidas, indicando que tiene una talla superior al resto de las especies
registradas, y por consiguiente una forma diferente de realizar la visita. Esta especie visitd
las flores de Puya nitida de forma legitima, entrando en contacto con las partes
reproductivas de la flor, no obstante P. cyanopterus siempre uso visitas mas rapidas y el

vuelvo sostenido o (hovering) para libar las flores.

En el caso de la Diglossa humeralis, se registré una sola vez y realizé un tipo de visita
tipico de pinchaflores o ladrones de néctar, llegd a la planta y se agarré de las ramas o
flores aledafias, comenzando a realizar agujeros en la base de la corola. Dicha visita no

duro méas de un minuto y durante esta permanecio siempre alerta.
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Figura 6-16: Numero de registros de las especies de aves visitantes de Puya nitida en el Parque
Chingaza.
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Especies

Tabla 6-3: Medidas morfologicas de los principales visitantes de Puya nitida en el Parque
Chingaza. Las cantidades indican la media y la desviacion estandar, el tamafio de la muestra se
sefiala entre paréntesis.

Especie L. ala (mm) L. culmen total L. total (mm)
(mm)
Lesbia victoriae 17,96 £2,10 (6) 57,8 +2,86 (6) 216 £ 55,53(6)
Chalcostigma 16,31+ 1,22 (17) 65,98+5,23(17) 114,81 +8,47 (17)
heteropogon

Eriocnemis vestita 22,53+ 1,29 (20) 57,66 +2,45(20) 112,32+ 12,36 (20)
Pterophanes cyanopterus 35,35+4,94 (7) 98,61+£6,09(7) 171,4+20,33(7)
Diglossa humeralis 13,58 £1,35(20) 65,93 +4,41(20) 125,99 + 29,02 (20)
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Figura 6-17: Visitantes florales méas frecuentes de Puya nitida en el parque Chingaza, mostrando
su forma de la visita. A Chalcostigma heteropogon, B. Eriocnemis vestita C. Lesbia victoriae.

6.5.2 Herbivoria

Tanto los frutos como los primordios de las inflorescencias y flores, fueron afectados por
larvas y adultos de siete morfoespecies de insectos.

En el caso de los frutos y los primordios, fueron consumidos principalmente por larvas
pertenecientes al orden Diptera (subfamilia Bibionidae, Psychodidae y Syrphidae) e
Hymenoptera (subfamilia Opiinae, género Opius), y por adultos y larvas de Colepteros,
pertenecientes a las subfamilias Staphylinidae y Nitidulidae (Figura 6-18). En un solo fruto
se encontraron varios individuos de la misma especie junto con individuos de otras

especies y familias.

Tanto los dipteros como los coledpteros adultos, copularon entre las bracteas que protegen
las flores, los frutos, y el pedunculo de la inflorescencia, luego de lo cual, colocaron sus
huevos al interior de dichas estructuras. Las larvas resultantes de este proceso, depredaron
el total de los frutos y el pedunculo de la inflorescencia, descomponiéndolas un 100% y
afectando totalmente el proceso de formacion de flores y semillas. Las larvas de los
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himendpteros que se encontraron en los frutos, estaban alli posiblemente como parasitoides

de las de los dipteros (Figura 6-18).

Por su parte, las flores de Puya nitida presentaron signos de herbivoria en todos sus estados
de desarrollo, excepto en aquellos donde la flor ya estaba senescente, alli, los insectos
(larvas y adultos) afectaron estructuras reproductivas como las anteras, el estigma y los
ovulos. Cuando la herbivoria iniciaba en los botones florales, ésta impedia que la flor se
desarrollara completamente y promovia a que la textura y color de esta cambiara. En las
flores se encontraron insectos del orden Coleoptera, principalmente dos morfoespecies de

la familia Chrysomelidae (Figura 6-18, Figura 6-19).

Figura 6-18: Insectos encontrados en las estructuras reproductivas de Puya nitida en el parque
Chingaza. A Hymenoptera: Braconidae, subfamilia Opiinae, Género Opius, macho y hembra; B.
Diptera: Psychodidae; C. Coleoptera, Nitidulidae; D. Diptera, Bibionidae; E. Diptera, Syrphidae; F
y G. Coleoptera, Chrysomelidae
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Figura 6-19: Estructuras reproductivas de P. nitida, afectadas por las diferentes especies de
insectos encontrados en el parque Chingaza. A. Flor, se sefiala heces de insectos y estigma
afectado; B Fruto afectado; C. Primordios de las inflorescencias

El nimero de frutos y el porcentaje de primordios afectados por herbivoria aumentaba mes
a mes, de tal forma que se observaron diferencias significativas en dichas variables entre
los meses (ANOVA Friedman = 447.36, df = 12, p < 0,001). Asi mismo, se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de frutos afectados entre las rosetas (ANOVA
Kruskal-Wallis = 252.16, df = 48, p < 0,001) (Figura 6-20).

Finalmente, en el transcurso del estudio, todos los primordios e inflorescencias marcadas
(n=34) presentaron signos de herbivoria, no obstante, el 52,9% de estos fueron consumidos
totalmente (100%) por las larvas de dipteros y coledpteros, por lo que no se generaron
botones florales, ni flores a partir de ellos. Asi mismo, el 20,6 % correspondié a
inflorescencias con presencia de herbivoria en mas de las dos terceras partes de esta (66%),
en las cuales abrian maximo tres flores simultineamente por cada inflorescencia. Por
consiguiente, el 26,5% restante, incluyd a aquellas inflorescencias que presentaron
herbivoria en 1/3 o menos (< 33,3%) de la parte reproductiva, las cuales formaron un

namero mayor de botones y flores.
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Figura 6-20: Numero de frutos y porcentaje de primordios de las inflorescencias de

afectados por herbivoria a través de los meses.
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7. Discusion

7.1 Biologia Floral

7.1.1 Morfologia floral

El paramo de Chingaza se caracteriza por presentar un conjunto de condiciones
ambientales extremas como: oscilaciones contrastantes en la temperatura diaria, dias
soleados con radiacion intensa, y noches muy frias y hiumedas. Esto hace que la actividad y
la disponibilidad de los polinizadores se conviertan en un servicio limitado, aspecto que se
ha interpretado como un “problema” que afecta considerablemente la reproduccion sexual
de muchas especies de plantas (Koérner 2003; Chaparro 2005). P. nitida se distribuye en el
paramo de Chingaza, no obstante, esta especie presentd cuatro componentes de su biologia
floral que indican que la polinizacion cruzada, aporta de manera contundente a la

reproduccion sexual de ésta planta de paramo.

En primer lugar, P. nitida presenta caracteristicas florales relacionadas con el sindrome de
ornitofilia (rasgos que las hacen atractivas para las aves) como, flores tubulares, de colores
rosados, sin aroma, produccién de néctar diluido, antesis diurna, distancia entre la cAmara
de néctar y los 6rganos sexuales de la flor, etc. (Faegri & van der Pijl 1979; Murcia 2002;
Cronk & Ojeda 2008), lo cual se asemeja a lo encontrado en otras especies de la familia
Bromeliaceae y del género Puya (Ferreira-Canela & Sazima 2003; Salinas et al. 2007,
Scrok & Galarda 2011). Por otro lado, esto apoya la hipotesis donde se determinan los
principales visitantes de la planta a partir de sus rasgos florales; debido a que existe un
cierto grado de correspondencia entre la forma y el color de una flor, y el tipo de animal
que la poliniza (Murcia 2002; Gomez 2002; Cronk & Ojeda 2008).

En segundo lugar, P. nitida presenta una corola amplia y una disposicion de las anteras

durante la antesis de la flor, que favorece que colibries de pico largo y corto, accedan de
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forma legitima al néctar, estableciendo contacto con las partes reproductivas de la flor,
permitiendo asi, que se deposite el polen en su cabeza y pico. En tercer lugar, P. nitida
muestra tanto flores como estigmas receptivos por un amplio intervalo de tiempo (> 5
dias); lo cual contribuye a que se aumenten las probabilidades de que se deposite

gradualmente la cantidad de polen suficiente para fecundar los 6vulos que posee.

En cuarto y ultimo lugar, P. nitida presenta dos estrategias que ocurren simultaneamente
en las flores durante su desarrollo, que promueve la polinizacion cruzada y reduce la
incidencia de la autofecundacién espontanea. Estas son la separacion temporal (dicogamia)
y espacial (hercogamia) de los 6rganos masculinos y femeninos; en donde el estigma
madura y se expone primero a los vectores (Protdgina), ubicandose mas arriba que las

anteras.

A pesar de lo anterior, cabe recordar que durante las etapas finales del desarrollo floral de
P. nitida, las anteras se comenzaron a entorchar alrededor del estigma entrando en contacto
con este. Esto puede conducir a un evento de autopolinizacion espontanea denominado
“Delayed selfing” o autopolinizacion retrasada en especies con hercogamia, donde a partir
de los movimientos de las estructuras florales durante la etapa de senescencia, se efectla la
autofecundacion de flores que no hayan sido visitadas por polinizadores (Lloyd & Schoen
1992). Con el fin de tener certeza de que la autopolinizacién retrasada ocurre en esta
especie de planta, se recomienda realizar pruebas de receptividad estigmatica y viabilidad
de polen durante la Gltima etapa del desarrollo floral, ya que en la presente investigacion

no se lograron identificar.

De esta forma, se propone a manera de hipétesis, que la Delayed selfing puede conducir a
que la fecundacion de los dvulos que posee P. nitida, se complete con polen propio al final
de su etapa de desarrollo, cuando el servicio de los polinizadores no ha sido suficiente para
transportar todos los gametos masculinos necesarios. Lo cual les permite asegurar la

fecundacidn en el Gnico evento reproductivo que presenta.

El cambio de color en la corola de las flores, ha sido reportado en varias especies de
angiospermas. Dichos cambios pueden estar asociados a la edad de las flores, al estado de
desarrollo y floracion, al estado de fecundidad (Brand-Prada 1994; Franco-Saldarriaga &
Restrepo-Chica 2009) o a polimorfismos que han sido mantenidos y seleccionados por la

accion de interacciones que se generan con los morfos (Galeto et al. 2002; Malerba &
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Nattero 2012). La especie P. nitida mostré cambios en la coloracion de las corolas de
flores que estaban en el mismo estado de desarrollo entre las inflorescencias, por lo que
dicha variacion puede estar asociada probablemente a un polimorfismo en este caracter.

Por lo tanto, es fundamental comprobar si efectivamente se trata de un polimorfismo.

Aungue en el presente estudio no se evaluo el efecto de la variacion en la coloracion de las
flores sobre el comportamiento de los polinizadores, se reconoce que esta puede influir en
las preferencias del polinizador y por ende en el éxito reproductivo de las plantas (Malerba
& Nattero 2012). Melendez-Ackerman et al. (1997) evaluaron la influencia de la
coloracion de la corola de Ipomopsis aggregate y I. tenuituba, sobre las preferencias y
movimientos de los colibries polinizadores, Selasphorus platycerus y Selasphorus rufus,
encontrando que el morfo rojo tuvo una mayor frecuencia de visitas que el morfo blanco,
lo cual pudo estar relacionado con que los colibries asociaban el color de la flor con la
calidad de la recompensa.

7.1.2 Produccidén de néctar

Los requerimientos energéticos de las poblaciones de los colibries son particularmente
elevados en condiciones de alta montafia y por lo general dependen casi exclusivamente
del néctar floral (Stiles 1978; Gutiérrez et al. 2005; Franco-Saldarriaga & Restrepo-Chica
2009). El néctar de P. nitida presentd una concentracion promedio de 16,2% + 5,51
(n=24) y un volumen de 41,5ul £ 31 (n=24). Estos valores han sido descritos como valores
bajos — medios, de 10 — 20% y 10 — 20uL o mas (Gutierrez 2005), y se asemejan a los
encontrados por Gutiérrez (2005) en la misma especie de estudio en el bosque altoandino
de Torca (Cundinamarca), en donde registré una concentracion promedio de 13,8% y un
volumen de 52,9ul + 37,2.

La concentracion y volumen del néctar de P. nitida se asocia con los valores registrados en
flores de otras especies de plantas de la familia Bromeliaceae y del genero Puya,
documentadas como una de las principales fuentes de néctar para colibries en zonas de alta
montafa, subparamo y paramo (Ferreira-Canela & Sazima 2003; Gutiérrez 2005; Salinas et
al. 2007; Scrock & Galarda 2011; Marin et al. 2012; Hornung-Leoli et al. 2013).

Este fendmeno tiene dos implicaciones en los animales que las visitan, por un lado,

mantener estos valores, implica que los polinizadores visiten mayor niamero de flores para



64
Estrategias de la reproduccion sexual de Puya nitida Mez.

obtener la racion de energia necesaria, ya que una oferta excesiva de néctar puede saciarlo
y ocasionar que se reduzca la capacidad de dispersion del polen (Murcia 2002). Por otro
lado, la baja concentracion del néctar, también Ilamado néctar diluido, restringe la visita de
ladrones de néctar que no contribuyen a la polinizacion (Gutierrez & Rojas 2001;
Cairampoma & Martel 2012).

7.2 Registro Fenologico

Teniendo en cuenta los términos usados por Newstrom et al., (1994) para describir
patrones fenoldgicos, P. nitida presenté una frecuencia anual a nivel poblacional en cada
uno de los estados (frutos inmaduros, frutos maduros, frutos-dispersion de semillas,
primordios de inflorescencias, botones, flores), bien diferenciado y marcado a través del

afo.

El patron observado puede estar asociado a dos aspectos principales. EI primero tiene que
ver con el régimen de lluvias de la zona, puesto que el periodo de formacién y maduracion
de los frutos se dio en la época de mayor precipitacion, mientras que la floracion comenzé
junto con la época seca 0 de menor precipitacion. Esto concuerda con lo planteado por
Sakai (2001), donde expone que a diferencia de las zonas templadas, los cambios
periddicos en las lluvias juegan un papel importante en la fenologia de las plantas
tropicales, y soporta la relacion encontrada en varios trabajos, entre la floracién y el
régimen de lluvias, en los cuales reconocen que después de la época de méaxima
precipitacion se aumenta la produccion de flores durante la época seca (Gutiérrez 2005;
Prada 2006; Quevedo 2006).

La coincidencia de la época de lluvias con la maduracion de los frutos y semillas puede
deberse a que estas son semillas pequefias y ortodoxas que requieren hidratarse para
posteriormente germinar (Mora et al. 2007); y la época seca con la floracion de P. nitida
puede estar relacionada con efectos positivos de la polinizacion cruzada, debido a que este

favorece el vuelo y la actividad de forrajeo de los visitantes florales (Prada 2006).

El segundo aspecto asociado con el patron encontrado en P. nitida, estd relacionado con
una respuesta a la competencia por polinizadores e interferencia entre especies en el

pasado, que resulta en un posible desplazamiento de fenologias entre especies simpatricas,
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que maximiza la utilizacion de recursos y evita la transferencia de polen interespecifico y
la formacidn de hibridos (Fenner 1998; Chaparro 2005).

De esta forma, se evidencid una clara separacion en los picos de floracién entre las cuatro
especies de Puya encontradas en el area de estudio. P. cryptantha y P. trianae presentaron
su pico de floracion a mediados de la época humeda, la primera entre los meses julio a
agosto, y la segunda, entre finales de septiembre a octubre; mientras que P. nitida y P.
goudotiana presentaron su pico durante la época seca, presentandose la primera entre los
meses de noviembre a febrero, y la segunda de febrero a finales de mayo (Franco-
Saldarriaga, datos no publicados).

Continuando con el sistema de clasificacion planteado por Newstrom et al., (1994), P.
nitida presentd una duracion intermedia (4 meses) para la floracion, y prolongada (> 5
meses) para los frutos inmaduros, los cuales tardaron alrededor de seis meses para estar
maduros y siete para dispersar semillas. El tiempo de maduracion de los frutos se asemeja
al reportado para P. trianae y se diferencia al de P. clava-herculis y P. hamata en las
cuales este proceso dura tres meses (Chaparro 2005). La duracion prolongada en la
maduracion de los frutos puede deberse a que los individuos requieran acumular nutrientes
necesarios para el desarrollo de sus frutos, 0 a que son frutos con semillas pequefias que
generalmente maduran durante todo el afio, a diferencia de los de semillas grandes que se

producen de manera estacional (Williams-Linera & Meave 2002).

A través del estudio, se pudo observar que la poblacion de P. nitida tiene un ciclo de
floraciéon regulado anualmente: al comienzo del registro fenoldgico (febrero 2013) se
observaron individuos que estaban finalizando su etapa de floracion, presentando flores en
senescencia en el apice de la inflorescencia, y al afio siguiente (febrero 2014) habia otros

individuos que también finalizaban la floracion.

No obstante, cabe resaltar que a pesar de que la floracion es regular, se encontré que la
intensidad de esta vario significativamente entre el 2013 y el 2014 (Kolmogorov-Smirnov
=0.24, P=0.44), ya que en el primer afio (2013) se registraron un mayor nimero de rosetas
fértiles a nivel poblacional y de parche que en el segundo (2014). Esta variabilidad en la
intensidad de la floracion entre los afios ha sido reportada también para P. cryptantha, y se
ha planteado como un mecanismo para contrarrestar el efecto que tiene la depredacion

sobre la dindmica poblacional de esta especie (Chaparro 2005). Asi, la reproduccién en
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masa permite saciar rapidamente al depredador, razon por la cual una mayor proporcién de

propagulos escapa de este (Fenner 1998; Sakai 2001; Chaparro 2005).

De esta forma y teniendo en cuenta los datos de la intensidad de la floracion entre el 2013
y 2014 que presentd P. nitida, se puede corroborar que esta presentd un mecanismo para
contrarrestar la herbivoria, mediante el saciado de los depredadores; pues precisamente
para el afio en que hubo mayor produccién de inflorescencias (2013), fue donde la

herbivoria actué con menor severidad.

Al momento de describir los patrones fenologicos, también es importante tener en cuenta y
hacer la salvedad del nivel jerarquico o escala a la que se esta refiriendo, ya que estos
pueden ser heterogéneos y variar de un nivel a otro (flor, inflorescencia, rama, poblacion,
etc.) (Newstrom et al., 1994).

En plantas que tienen reproduccién clonal se suma la importancia de tener en cuenta los
patrones fenoldgicos a nivel de genet y ramet, y las implicaciones del tamafio, la
arquitectura y el arreglo espacial del clon; ya que pueden tener consecuencias sobre el
éxito reproductivo de las plantas. Asi, un aumento en el tamafio del clon y un arreglo
espacial agregado contribuye a que se aumente la probabilidad de que los gametos
pertenezcan al mismo genet, y se generen varios niveles de geitonogamia (entre flores del

mismo ramet y entre flores de diferentes ramets) (Vallejo-Marin et al. 2010).

Puya nitida present6d densas agrupaciones de rosetas como resultado de la formacion de
clones (tipo falange). Dichas agrupaciones o parches, como se les denomind, presentan
asincronia en sus estados fenoldgicos puesto que se pueden encontrar rosetas de diferentes
edades y estados; tales como rosetas infértiles, fértiles (flores y/o frutos) y muertas. Las
rosetas muertas, producto de floraciones de afios pasados, indican que los genets se han

reproducido sexualmente mas de dos veces.

Por otro lado, los parches presentaron en promedio dos rosetas fértiles en la época de
floracion, debido a su desarrollo acrépeto se registraron flores en varios estadios de
desarrollo, lo que muestra una asincronia también a este nivel. La apertura asincronica de
las flores dentro de las inflorescencias permite a las especies visitantes tener una oferta
floral constante durante un periodo de tiempo mas prolongado (2 meses) (Prada 2006). No

obstante, debido a su despliegue floral, lo mas probable es que exista un flujo de polen
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limitado, que conduce a que haya geitonogamia entre las flores de la misma roseta y entre

las flores del otro ramet.

El nimero de flores y de frutos por inflorescencia puede estar determinado por el tamafio,
la edad, y otros aspectos de los rasgos de la historia de vida. En general, se ha reportado
que puede existir una relacién alométrica entre el tamafio corporal y la fecundidad de un
individuo (Roff 1992, Stearns 1992 en Mora et al. 2005). Estas relaciones han sido
encontradas en varias especies del género Puya. En el caso de P.cryptantha por ejemplo, el
tamafio de la roseta estuvo relacionado con variables asociadas a la reproduccion: como la
longitud de las inflorescencias, la longitud de la porcién reproductiva, y el nimero de
frutos y semillas totales (Chaparro & Mora 2003; Mora et al. 2005). Con respecto a P.
nitida se encontré una situacién similar debido a que hubo una relacion positiva entre el
namero de frutos y la longitud de la inflorescencia y la porcion reproductiva de la misma;
pero a diferencia de las otras especies, no se registrd una relacién entre el tamafio de la

roseta (longitud de la hoja) y el nimero de frutos.

No obstante, cabe resaltar que el numero de frutos desarrollados por inflorescencia, no solo
depende de las relaciones alométricas de la planta, sino también de la efectividad de los
polinizadores y/o de un sistema reproductivo autocompatible exitoso que conduce a una
mayor tasa de produccion de frutos (Chaparro & Mora 2003, Chaparro 2005). Esto
también fue reportado para P. clava-herculis, donde la efectividad de los polinizadores
jugé un papel fundamental y la alometria no explicaba por si sola la relacién entre la

fecundidad y el tamafio de las inflorescencias (Miller 1987 en Chaparro & Mora 2003).

7.3 Sistema de reproduccion sexual en Puya nitida

Existen varios pardmetros para medir el éxito de las estrategias reproductivas en las
plantas, tales como el crecimiento de tubos polinicos, formacion de frutos (“fruit set”),
numero y/o peso de semillas por fruto, y viabilidad de semillas (germinacion o de tincion
con tetrazolium) (Dafni 2001). Cada uno de estos métodos posee ciertas ventajas y
desventajas, y pueden ser usados dependiendo de las condiciones ambientales, de la

historia de vida de la planta, etc.

De esta forma, el sistema de reproduccion de P. nitida se midi6 a partir del nimero de

frutos formados o fruit set en cada uno de los tratamientos de polinizacion manual
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utilizados, puesto que dicho método se consideré como un nivel intermedio entre las
limitaciones o barreras precigoticas y postcigéticas que se pueden generar a partir del

crecimiento de los tubos polinicos y la germinacion de semillas, respectivamente.

A pesar de lo anterior, se reconocieron varias condiciones que contribuyeron que el éxito
de los experimentos fuera vulnerable, entre ellos, la lluvia, los vientos fuertes, el intervalo
de tiempo prolongado para la maduracién de los frutos (7 meses) y la intensidad del ataque
por herbivoria, el cual afectd cerca del 41,3% de los experimentos realizados. Debido a
ello y con el fin de evitar dichos riesgos, se recomienda realizar junto con el método de
fruit set, el método de crecimiento de tubos polinicos, que consta de un procedimiento
sencillo y que supera algunas de las condiciones mencionadas anteriormente (perdida de
frutos por ataque de herbivoria u hongos), ademas, dicho método se ha considerado como
una de las mejores aproximaciones para evaluar el éxito reproductivo y caracterizar la fase
de polinizacion sin confundirla con la fase de formacion de semillas, etapa que no solo
depende del éxito de la polinizacion, sino también de la disponibilidad de recursos (Alonso
et al. 2012).

Por otro lado, a pesar de que los experimentos de polinizacion manual, son el método mas
ampliamente usado para evaluar los sistemas de reproduccion y la limitacion de polen en
las plantas, se han planteado una serie de aspectos que no deberian ser descuidados, puesto
que pueden afectar el éxito de estos y alterar los resultados observados. Entre los que se
pueden destacar estan 1) la recolecta efectiva y correcta aplicacion del polen en la
superficie de los estigmas, 2) se requiere un conocimiento amplio de la biologia floral,
teniendo en cuenta aspectos como la receptividad estigmatica y viabilidad del polen, 3) la
cantidad y calidad del polen utilizado para hacer las polinizaciones, 4) los efectos de la
emasculacion sobre el desarrollo de la flor y posterior formacion de frutos y semillas, 5)
alcanzar una aplicacion similar en cada uno de los tratamientos utilizados y 6) el uso de

experimentos control (Hedhly et al. 2009; Alonso et al. 2012).

En el caso particular de los experimentos de polinizacion realizados para P. nitida, se
trataron botones florales proximos a la antesis, especificamente en estado de desarrollo
tres, donde el estigma esta receptivo y sus propias anteras no han liberado polen, y
adicionalmente, para efectuar las polinizaciones cruzadas, polen de anteras dehiscentes, lo
cual garantizaba en parte la efectividad de los cruces. Sin embargo, para estos no se tuvo
en cuenta la cantidad de polen usado, es decir que no se estandarizaron las cargas de polen.
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Dicha situacion, puede influir sobre el numero de dévulos fecundados, puesto que hay
especies que necesitan al menos el doble de granos de polen con respecto al nimero de
Ovulos para que estos puedan fecundarse. Asi, el exceso de polen no es inocuo para
algunas especies, pues a largo plazo puede tener efectos positivos, ya que favorece la
competencia gametofitica y esto podria resultar en una progenie mas vigorosa, con un
mayor numero de frutos, de semillas e influir en rasgos relacionados con la germinacion y
biomasa de las plantulas (Mulcahy & Mulcahy 1987 en Murcia 2002; Chauta-Mellizo et al.
2012); no obstante, la carga excesiva y repentina de polen, durante los experimentos
manuales de polinizacion, podria tener efectos negativos para otras especies, puesto que
este puede colapsar los estigmas y conducir a falsas conclusiones del sistema reproductivo

o del fenémeno de limitacion de polen (Murcia 2002; Ashman et al. 2004).

De igual forma, no se tuvo en cuenta los efectos de la emasculacion sobre el éxito de los
experimentos, y aunque es un procedimiento primordial para llevar a cabo las
polinizaciones controladas, se ha evidenciado que este puede interferir en el desarrollo
floral deteniendo el crecimiento de los pistilos, la fecundacion de semillas, la formacion de

frutos y el crecimiento de los tubos polinicos (Hedhly et al. 2009).

De igual manera, para los experimentos de P. nitida, se uso la polinizacion natural como el
Unico tratamiento control debido a que este no recibe ninguna manipulacion, sin embargo,
en otros estudios por lo general se ha usado también la agamospermia o apomixis, el cual
es un modo de reproduccién asexual comin reportado en mas de 300 especies de 40
familias de angiospermas, donde se forman semillas en ausencia de fertilizacién (Whitton
et al. 2008). De esta forma, dicho tratamiento se convierte en un aspecto primordial para el
estudio de sistemas reproductivos en plantas, puesto que ademas de demostrar que existe
reproduccion asexual, evita realizar estimaciones erroneas del fruit set inferido solo a partir

de autopolinizaciones (Raduski et al. 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior y adicionalmente que este modo de reproduccién ha sido
reportado para Puya trianae y P. cryptantha, especies del mismo género y sitio de estudio,
con una formacion del 100 % de los frutos a partir de este tratamiento (Chaparro y Mora
2003, Chaparro 2005), seria fundamental incluir dicho aspecto en investigaciones futuras

que se realicen en P. nitida.
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Asimismo, fue imposible mantener el mismo tamafio de la muestra para cada uno de los
experimentos, debido a la asincronia en la floracion entre los individuos de P. nitida y a
que en la misma inflorescencia se encontraron flores en varios estadios de desarrollo, lo
cual hacia complicado encontrar polen maduro para los cruces y flores en el estado de

desarrollo apropiado.

De acuerdo a los resultados encontrados para el fruit set y el indice de tasa de
autoincompatibilidad (IS1) (ISI1=0,08), P. nitida es en su mayor parte autoincompatible,
puesto que la formacion de frutos fue mayor para los experimentos de PCM, AP y PCN (>
50 %), lo cual indica que requiere de vectores de polen para producir un mayor nimero de

frutos y por ende aumentar el éxito reproductivo de la planta.

A pesar de esto, los resultados encontrados se diferencian de los reportados por Chaparro
(2005) para P. trianae, donde sefiala que esta es una especie altamente autocompatible,
porque todas las flores con autopolinizacion inducida se transformaron en frutos (100%);
asimismo, Gonzalez et al. (2010) encontraron que segun el ISI, P. crytantha y P. clava-
herculis son autocompatibles; y Restrepo-Chica (2014) para P. nitida en otra poblacion del
P.N.N Chingaza, registré un ISI = 0,61, indicando que dicha poblacion es parcialmente

autocompatible.

Cabe resaltar que actualmente hay un creciente descontento con la medicion del sistema
reproductivo en plantas, mediante el indice de autoincompatibilidad (ISI), ya que clasifica
dichos sistemas de forma discreta y a menudo binaria (autocompatible- autoincompatible),
y también porque no tiene la capacidad de captar estados intermedios y la enorme variedad
de estos. El aumento en la popularidad de este punto de vista, se debe a que varios estudios
reportan que los sistemas de reproduccion pueden variar entre las poblaciones e incluso
entre los individuos (Raduski et al. 2011) y a su vez, que dicha variacién puede ser el
resultado de las condiciones ambientales (temperatura, humedad, edad de la flor,
condiciones internas del estilo, disponibilidad de vectores, limitacion de polen, etc.) y /o
genéticas (mutaciones o polimorfismos en locus multialélico S) (Lloyd & Schoen 1992;
Vogler et al. 1998; Travers et al. 2004; Raduski et al. 2011).

De esta forma, existen diversos agentes potenciales de seleccion que pueden promover que
los sistemas de reproduccion mixtos sean un estado evolutivo estable (Busch et al. 2010;
Raduski et al. 2011). Ashman et al. (2004) describe que la limitacion de polen (LP) tiene
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diferentes causas y consecuencias ecologicas y evolutivas, con implicaciones por ejemplo,
en las historias de vida y los sistemas de apareamiento de las plantas. Asi los caracteres
reproductivos pueden evolucionar en mecanismos de aseguramiento de apareamiento en

respuesta a la LP.

Una posible respuesta a la LP en algunas especies de plantas, es el “delayed selfing” 0
autopolinizacion retrasada, el cual es un modo de autopolinizacién que ocurre al final del
desarrollo floral, donde a partir de los movimientos de las estructuras florales durante la
etapa de senescencia se efectla la autofecundacion de flores que no hayan sido visitadas
por polinizadores, garantizando de este modo la reproduccion (Lloyd & Schoen 1992;
Vogler et al. 1998; Travers et al. 2004; Busch et al. 2010; de vos et al. 2012).

De acuerdo a los resultados obtenidos para el fruit set, el ISI, la comparacion con otras
especies del mismo género y de la misma especie en otra poblacion, y la descripcion
obtenida de biologia floral para P. nitida, en donde se evidencia el contacto de la anteras
con el estigma al final de desarrollo floral, se puede proponer a manera de hipétesis, que
esta especie presenta un sistema reproductivo mixto, evolutivamente estable, que garantiza
que la reproduccién se efectué ya sea por polinizacién cruzada en etapas tempranas del
desarrollo de la flor y cuando hay condiciones favorables de la misma, o por
autopolinizacién auténoma en las Ultimas etapas de flor (comienzo de la senescencia)

cuando los polinizadores son limitados.

Por otro lado, se encontraron diferencias en las variables de calidad de los frutos tenidas en
cuenta (peso, alto y ancho), siendo los frutos de PCM y PCN maés pesados y de mayor
tamafio respecto a los otros tratamientos, lo cual puede indicar que la polinizacion cruzada
y por ende la presencia de polinizadores, pueden conducir no solo a una mayor cantidad de
los frutos, sino a que la calidad de los mismos se vea mejorada.

Este aspecto también ha sido reportado en otras especies de plantas, tales como Media
sativa, Eriobotrya japonica, Passiflora edulis y Physalis peruviana, las cuales son especies
autocompatibles, pero que con la presencia de polinizadores mejoran la calidad de los
frutos, los cuales aumentan significativamente en peso, diametro, nimero de semillas, etc.
(Celedon-Neghme et al. 2007, Freihat et al. 2008, Angel-coca et al. 2011, Chauta-Mellizo
etal 2012).
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Estas interacciones son relevantes en sistemas de agricultura, donde una reduccién en la
polinizacién puede disminuir la produccion de valor comercial de frutos de mayor tamafio,
etc. Asi por ejemplo en Physalis peruviana (uchuva) se encontraron diferencias entre la
autopolinizacién y la polinizacion mediada por abejas, encontrando un aumento en el fruit
set, numero de semillas y tasas de germinacién, lo cual soporta la hipotesis que la
eficiencia (calidad- cantidad de polen depositado) de la polinizacion aumenta el éxito

reproductivo de las plantas (Chauta-Mellizo et al. 2012).

7.3.1 Germinacion de semillas de Puya nitida bajo condiciones de
laboratorio

Mediante las pruebas de germinacion bajo condiciones de laboratorio, se logré evidenciar
algunos aspectos que describen los patrones y requerimientos para la germinacion de las
semillas de P. nitida en este medio, como son: las condiciones de luz y temperatura, la
viabilidad de las semillas y el tiempo que transcurre para que se dé inicio y el pico de
germinacion; las cuales permitieron a su vez, hacer inferencias acerca de los
requerimientos basicos para la propagacion natural y de las condiciones o limitantes que

definen las caracteristicas de los micrositios de establecimiento en esta especie de planta.

A nivel general, P. nitida presentdé un porcentaje de germinacion de semillas
significativamente mayor para las condiciones de luz que de oscuridad, con valores del
79,6% y 12,7%, respectivamente, lo cual se asemeja a lo encontrado en otras especies de
Bromelias como Pitcairnia albiflos (Pereira et al. 2010) y Vriesea gigantea (Giménez et
al. 2005) y de Puyas como P. raimondii (Vadillo et al. 2004), P. trianae y P. santosii
(Rodriguez 2012).

El alto porcentaje de germinacion de semillas de P. nitida bajo condiciones de luz, permite
incluirlas dentro de la clasificacién de semillas fotoblasticas positivas, lo cual indica que
las semillas de esta planta dependen de esta condicion ambiental para poder germinar
(Tenorio-Galindo et al.2008). Este aspecto pudo ser corroborado a su vez, al momento de
examinar y hacer las pruebas de viabilidad de aquellas semillas que no germinaron luego
de siete semanas (56 dias) en el tratamiento de oscuridad, donde el 43,87 % correspondia a
semillas viables segun la prueba de tetrazolium y que no germinaron probablemente debido
a la falta de luz, lo cual sugiere también, que P. nitida posee valores altos de viabilidad de

semillas independientemente del tratamiento que se esté analizando.
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De igual forma, P. nitida present6 un intervalo de tiempo menor para el inicio y el pico de
la germinacidn de las semillas bajo condiciones de luz (15 dias para el inicio y 14 dias para
el pico), que para las de oscuridad (24 dias para el inicio y 34 dias para el pico). La
diferencia de tiempo en el inicio de la germinacion entre los tratamientos fue de
aproximadamente diez dias. Lo anterior indica que la falta de luz conduce a que el proceso
de germinacion sea mas lento, y concuerda con lo encontrado para P. trianae y P. santosii
por Rodriguez (2012), quien reporta mayores velocidades de germinacién en aquellos
tratamientos donde habia presencia de luz (12h luz/12h oscuridad y condiciones del
laboratorio), especialmente en el de condiciones ambientales de laboratorio; y por Vadillo
et al. (2004) para P. raimondii, quien encontrd diferencias altamente significativas, al
comparar los tratamientos de luz y oscuridad (tanto en condiciones naturales como
controladas) con respecto al indice de velocidad de germinacién usado, encontrando que

los tratamientos de oscuridad presentaron los menores valores de dicho indice.

Aunque no se realizaron tratamientos de germinacion teniendo en cuenta diferentes
intervalos de temperatura, se evidencio que la temperatura a la cuales estuvieron sometidas
las semillas (= 20° C) no las afectd notoriamente y por consiguiente, se podria sugerir que
esta y las deméas condiciones de laboratorio son suficientes para hacer pruebas de este
estilo en la especie de estudio. De hecho, otras investigaciones de germinacion de semillas
de plantas de paramo, han probado que las condiciones de laboratorio no controladas,
presentan mayores porcentajes de germinacion que en condiciones de campo, esto debido
probablemente a que factores ambientales, como las heladas nocturnas conducen a la
dormancia y restriccion en la germinacion de las semillas (Guariguata & Azocar 1988;
Rodriguez 2012).

Dadas las caracteristicas anteriores, se puede manifestar que al igual que muchas otras
especies de Bromelias, la temperatura y principalmente la luz son requerimientos
indispensables en la regulacion de la germinacion de las semillas de P. nitida por lo que
esto también puede considerarse como un patron filogenético, y que a su vez, indica que la
germinacion vy el establecimiento de las semillas de esta especie puede ser limitada por

micrositios con condiciones de luz especificas.
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7.4 Interaccion planta-animal

7.4.1 Visitantes florales

Las visitas a las flores de Puya nitida estuvieron dominadas por aves nectarivoras
principalmente por colibries, los cuales representaron el 97,6 % del total de las visitas,
estos resultados soportan lo encontrado en varios estudios donde se resalta la importancia
de las plantas de la familia bromeliaceae (Aechmea pectinata, Aechmea distichantha,
Anana ananassoides) (Ferreira & Sazima 2003, Scrok & Galarda 2011, Marin et al. 2012),
y especialmente de las puyas (P. nitida, P. raimondii, P. rauhii, P. alpestris, P. chilensis,
P. coerulea, P. venusta) (Gutiérrez 2005, Salinas et al. 2007, Hornung-Leoni et al. 2013)
como una de las principales fuentes de néctar disponibles para los colibries, importantes
polinizadores de estas plantas.

Por ejemplo, Salinas et al. (2007) evaluaron la importancia del néctar de las bromelias
Puya rainmondii y Puya rauhii como recurso para los picaflores altoandinos de la regién
de Ancash, Peru, determinando que estas especies de plantas proporcionan un importante
recurso alimenticio para los picaflores presentes en este sitio, ya que estos fueron los
visitantes observados con mas frecuencia y cuyas cargas de polen constaban el 80 %y el
31% de P. rainmondii y P. rauhii, respectivamente. De igual forma, Gutiérrez (2005)
encontré que en el sub-paramo de Torca (Cundinamarca), la familia Bromeliaceae y
especialmente Puya nitida era una de las especies de plantas con una floracion estacional
importante para la dieta de por lo menos cinco especies de colibries en la zona.

Por otro lado, se confirmé la hipétesis dada a partir de los rasgos de la biologia floral
descritos para P. nitida, donde se esperaba que de acuerdo al color de la corola, las
caracteristicas de la produccion de néctar, el tiempo de la antesis, distancia entre la camara
de néctar y los organos sexuales, etc. fueran visitados por aves, principalmente por
colibries, lo cual a su vez esta relacionado con la propuesta de los sindromes de
polinizacion, descritos por Faegri & van der Pijl (1979), donde sefialan que las
caracteristicas especificas de la morfologia floral, estan asociadas con la atraccion y el uso

de un grupo especifico de animales para la polinizacion (Cronk & Ojeda 2008).

Sin embargo, vale la pena resaltar que se evidenciaron varios aspectos que indican que las

interacciones de esta planta con sus visitantes no son ultra-especializadas o de evolucién
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reciproca, sino que mas bien se trata de interacciones asimétricas con un grado intermedio
de especializacion, lo cual podria ser evolutivamente mas ventajoso, ya que se puede
optimizar la eficiencia de la polinizacion y a su vez mantener opciones abiertas con otro
tipo de visitantes o fuentes de recursos simultdneos (Murcia 2002), especialmente, en
ambientes paramunos donde las oportunidades de polinizacion, en muchas ocasiones son
limitadas (Chaparro 2005).

Algunos de los aspectos que indicaron que P.nitida y sus visitantes no tuvieron
interacciones ultraespecializadas fueron: 1) la planta fue visitada por varias especies de
colibries y una Diglossa, 2) Se observaron que las aves visitaban plantas de otras familias,
principalmente Ericaceas, 3) la interaccion entre los colibries y P. nitida fue de corta
duracion, ya que la longitud de la época de floracion fue de tres meses aproximadamente, y
4) hubo variacion en la frecuencia y forma de realizar la visita de cada uno de los visitantes

registrados.

La efectividad de los polinizadores se refiere en sentido estricto a la contribucion total al
éxito reproductivo de las plantas por animales que polinizan sus flores, la cual puede
estimarse en términos de la eficiencia de los polinizadores y su frecuencia en las visitas
(Fumero-Caban & Melendez-Ackerman 2007). De esta forma, la eficiencia de la
polinizacion se puede medir teniendo en cuenta la cantidad y la calidad de los granos de
polen compatibles depositados en el estigma luego de ser visitados (Fumero-Caban &
Melendez-Ackerman 2007). No obstante, tanto la calidad como la cantidad del polen que
transporta un vector, puede depender de acuerdo al uso del habitat, la presencia de polen de
otras especies, el tamario del cuerpo, la longitud del pico, el grado de contacto que haya
tenido con las partes reproductivas de la flor, entre otras (Murcia 2002, Rocca & Sazima
2013).

Aunque en el presente estudio no se estimo las cargas de polen (debido a las condiciones
climaticas), la cantidad y la calidad de polen depositado en los estigmas de P. nitida por
cada uno de los visitantes florales, y por ende su contribucion al fitness de la planta, se
pudieron observar diferencias significativas entre ellos, tanto en el comportamiento al
momento de realizar la visita como en su morfologia, permitiendo inferir cuéles de ellos

contribuyeron més a la polinizacion o fueron los mas eficientes.
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De esta forma, Eriocnemis vestita, Lesbia victoriae y Chalcostigma heteropogon fueron
especies mas eficientes, en comparacion con Pterophanes cyanopterus y Diglossa
humeralis, debido a que las tres primeras fueron avistadas mas frecuentemente (> 9
registros), duraron mas tiempo en la visitas y tuvieron técnicas de forrajeo similares como
consecuencia posiblemente también, de las semejanzas en su morfologia (tamafio, longitud

del ala, longitud del culmen total).

Asimismo, estas especies visitaron siempre a P. nitida de forma legitima, sosteniéndose de
la flor que estaban visitando o de otras que estaban més abajo, entrando en contacto con las
partes reproductivas de la flor y depositando el polen en las plumas de su cabeza. Este
comportamiento puede favorecer la polinizacién, ya que en el percheo el ave destina mas
tiempo y aumenta la probabilidad de que se deposite mas polen sobre el estigma. Tal como
lo reporta Prada (2006) en Plutarchia guascensis (Ericaceae), donde argumenta que el
modo de forrajeo por percha usado por Metallura tyrianthina, les permite extraer todo el
néctar de la flor con un menor consumo energético y favorecer la polinizacion de esta. Por
otro lado, las visitas por E. vestita, L. victoriae y C. heteropogon en P.nitida, también se
caracterizaron por intercalarlas con “descansos” en perchas de plantas vecinas o en la copa

de la misma inflorescencia de la planta de estudio.

Prada (2006), también reporté a Eriocnenis vestita como uno de los polinizadores méas
eficientes de Plutarchia guascensis, puesto que presenté el mayor nimero de visitas
legitimas, transportd el mayor numero de granos de polen y ademas tuvo un éxito del 77, 7
% en la formacién de frutos de esta planta. No obstante, Restrepo- Chica (2014) observo a
Eriocenis vestita, comportandose como un ladron secundario de P. nitida en otra region de
P.N.N Chingaza, haciendo uso de los agujeros que se encontraban en la base de las corolas
y que realizaban aves como Diglossas. Esto demuestra que los comportamientos de las
aves visitantes y polinizadoras pueden estar influenciados por factores tales como: la
morfologia del visitante, la disponibilidad y la calidad de la recompensa, la abundancia
espaciotemporal de las flores, ladrones y polinizadores; y que la clasificacion de visitantes
florales como ladrones y polinizadores puede ser reduccionista, ya que algunos ladrones
pueden actuar como polinizadores (Stiles et al. 1992) y viceversa (Arizmendi et al. 1996;
Navarro 1999, 2001).

Por otro lado, se reconocio también que las aves visitantes podian contribuir a la

geitonogamia en las inflorescencias y entre las inflorescencias (En caso de que hubiera > 2
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inflorescencias) de esta planta, pues visitaban en un solo recorrido todas las flores que
habia disponibles en el parche. Loyd & Schoen (1992) y Vallejo-Marin et al. (2010)
reconocen que la geitonogamia esta determinada en gran parte por el arreglo espacial de las
flores, y en plantas clonales por el tamafio y la arquitectura de clon; ademas, describen que
hay una cierta cantidad de geitonogamia que es inevitable en plantas autocompatibles que
producen varias flores en antesis al mismo tiempo, porque el comportamiento de los
polinizadores independientemente del grupo animal, muestran movimientos que ocurren

entre inflorescencias cercanas, siguiendo una distribucion leptocurtica.

Contrario a lo encontrado en las especies de colibries mencionadas anteriormente, P.
cyanopterus se registr6 como un polinizador de baja eficiencia, porque a pesar de presentar
visitas legitimas entrando en contacto con las partes reproductivas de la flor, mostré visitas
esporédicas, menos frecuentes, mas rapidas y con una forma de forrajeo tipo “hovering”,
donde las aves colectan el néctar revoloteando sin aterrizar en la planta (Cronk & Ojeda
2008).

Roca & Sazima (2013) también reportaron diferencias en la efectividad de la polinizacion
de Vriesea rodigasiana (Bromeliaceae), por los colibries Thalurania glaucopis y
Ramphodon naevius a partir de la frecuencia de la visita y el contacto de las estructuras
reproductivas de la planta con el cuerpo de las aves. Encontrando que T. glaucopis fue el
polinizador mas eficiente, porque 1) presentaba una longitud de pico menor, que le
permitia recibir el polen en su cabeza, y a su vez depositarlo en el centro del estigma, y 2)
porgue tuvo una mayor frecuencia en las visitas probando también un nimero mayor de

flores.

Finalmente, a pesar de que Diglossa humeralis fue observada solo en una ocasion, esta no
entrd en contacto con las partes reproductivas de la flor, y por el contrario perfor6 la base
de la corola para acceder al néctar; No obstante, no se encontraron flores con dafios en los
ovulos y no se conocio el efecto que puede tener este fendmeno en la polinizacion y

reproduccion de P. nitida.

Este tipo de visitas ha sido reportado en otras especies de plantas y es considerado tipico de
las aves de este genero, ya que poseen una morfologia especial del pico (forma de gancho)

ue les permite extraer el néctar de manera “ilegitima”, sin efectuar la polinizacion
9
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(Navarro 1999; Arizmendi et al.1996; Rojas 2005); lo cual puede conducir a varias
consecuencias, ya que “los ladrones de néctar” pueden disminuir la produccion y modificar
la concentracion de este recurso, y a su vez, afectar significativamente la distribucion de la

recompensa para los polinizadores legitimos (Irwin & Brody 1998).

No obstantes, se ha manifestado que este mecanismo (robar néctar) puede tener efectos
negativos y/o positivos sobre las plantas polinizadas por colibries; asi, las plantas se
pueden ver beneficiadas por los ladrones si estos actlan como polinizadores de baja
eficiencia, y perjudicados si los ladrones intervienen directa e indirectamente con los
polinizadores a través de agresiones y competencia al explotar el mismo recurso (Irwin
2003).

7.4.2 Herbivoria

Puya nitida no presentd herbivoria en la parte vegetativa de las rosetas, al igual que lo
reportado para P. cryptantha (Chaparro & Mora 2003), debido probablemente a que este
género presenta mecanismos que pueden evitarla, tales como la presencia de hojas
coriaceas y espinas. No obstante, las estructuras reproductivas fueron muy vulnerables al
atagque y a la interaccién con varias especies antagonistas, los cuales propiciaban el

consumo de los primordios florales, flores y depredacién pre-dispersion de semillas.

En Puya nitida se observaron signos de herbivoria en diferentes etapas del desarrollo de
las inflorescencias y de las flores individuales; como primera medida se reconocio
depredacion en los primordios de las inflorescencias, los cuales presentaron dafios mas
evidentes y faciles de cuantificar. De esta manera, en dicha estructura se lograron
identificar tres niveles de depredacién que pueden tener a su vez, diferentes implicaciones
en el éxito reproductivo de la planta.

El primer nivel incluyé el 52,9% de los primordios registrados, en donde se evidencié que
la estructura fue afectada totalmente por el consumo y la descomposicion de larvas de
varias especies de dipteros y coleopteros, impidiendo que el desarrollo de las flores
culminara y eliminando por completo cualquier probabilidad de producir frutos y semillas.
Por otro lado, el 20,58% de los primordios registrados correspondié al segundo nivel, en

donde las estructuras presentaban dafios parciales en 2/3 partes o en ~ 66% de estas, lo cual
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permitia que entre 3-5 flores se desarrollaran, abrieran simultdneamente y llegado el caso
fueran visitadas por animales. Finalmente, el tercer nivel pertenecié al 26,5% restante de
los primordios, los cuales presentaron herbivoria en 1/3 o menos (< 33,3%) de la parte

reproductiva y pudieron formar un nimero mayor de botones y flores.

Teniendo en cuenta lo anterior, el nimero de botones y flores disponibles para realizar
experimentos, mediciones y observaciones de los otros items del presente trabajo
(experimentos de polinizacion, seguimiento del desarrollo floral, medicion de néctar,
observacion de visitantes, etc.) se vio reducido significativamente, ya que se perdieron

cerca del 73,5% de los primordios marcados, pudiendo trabajar solo con nueve de estos.

Asimismo, el dafio correspondiente al nivel uno y dos, afectaron directamente la totalidad
o0 gran parte de la fecundidad de la roseta y por ende el éxito reproductivo de la misma,
debido a que no se produjeron gametos, impidiendo que dichos individuos méas adelante

aportaran a la reproduccién mediante la formacién de semillas.

Lo anterior, podria tener efectos sobre la dindmica poblacional de la especie, ya que se ha
reportado que este aspecto puede ser sensible a cambios en los diferentes estados de las
historias de vida de las especies de plantas, y mas aun si se tiene en cuenta que las plantas
monocarpicas-perennes dependen del éxito de la produccion de semillas viables, por lo que
un dafio en los tejidos florales se podria traducir en cambios de las tasas demograficas
(Chaparro & Mora 2003).

No obstante, vale la pena resaltar que durante el estudio se encontraron diferencias
significativas, en el numero de rosetas fértiles que produjeron flores y frutos
posteriormente, en los parches y a nivel de poblacion entre el afio 2012 y 2013, siendo
superior para el primer periodo; Por lo que se podria pensar que la floracion en masa
durante ciertos afios, es un mecanismo que posiblemente esta empleando P. nitida para
contrarrestar el efecto que tiene la depredacion sobre la dindmica poblacional,
permitiéndole saciar rapidamente al depredador, y que una mayor proporcién de

propagulos escape de estos.
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Dicho mecanismo ha sido reportado también para P. cryptantha, en donde reconocieron
una alta variabilidad en la intensidad de la floracién entre los afios, lo cual puede
minimizar el efecto negativo que tiene la depredacion sobre la dindmica poblacional de
esta especie de planta (Chaparro & Mora 2003). Por consiguiente, se fortalece la idea de
que las consecuencias demograficas a causa de la depredacion de los primordios y otras
interacciones biologicas, pueden depender ultimamente de la historia de vida de la planta,
de la variacion espacial y temporal del ataque, y del estado demografico actual de la
poblacion.

Por otro lado, aunque no se midieron los efectos indirectos de los niveles de depredacion
de primordios uno y dos sobre el éxito reproductivo de P. nitida, se cree que las bajas tasas
de visitas por parte de los polinizadores se debieron posiblemente a la reducciéon de
atrayentes florales como flores y néctar, y porque hubo un cambio evidente en la
distribucion espacial de los individuos, haciendo que estos se encontraran mas distanciados
y con menos densidad. Esto ha sido descrito por varios autores, los cuales sefialan que los
cambios en la oferta floral, la distancia entre las inflorescencias, pueden tener efectos sobre
el numero de visitas y composicion de los polinizadores, y por consiguiente, en la cantidad
y calidad de polen depositado, los sistemas reproductivos de las plantas, el nimero de
frutos producidos, etc. (Strauss 1997, Krupnick & Weiss 1999, Garcia-Robledo et al. 2005,
Penet et al. 2009).

Puya nitida también presentd herbivoria por parte de adultos y larvas de insectos en
estructuras florales como pétalos, estambres, pistilos, polen y Ovulos, aunque no se
cuantificé ni estimo el efecto sobre el éxito femenino y masculino, y por ende la
fecundidad de las plantas, se pudo describir el tipo de herbivoria, reconocer las estructuras
afectadas y la o las etapas de cuando esta ocurre, temas que son primordiales para poder
comprender este aspecto (Krupnick & Weis 1999, McCall & Irwin 2006, Penet et al.
2009).

De esta forma, la florivoria no fue facil de detectar, puesto que podia comenzar desde
etapas tempranas del desarrollo de la flor (botones), afectando gradualmente cada una de
las estructuras inmaduras que se encontraban en el interior (anteras y pistilo) e impidiendo

en muchas ocasiones que la flor culminara con su desarrollo. Asimismo se evidencio
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florivoria en fases del desarrollo mas avanzadas, pero en ningun caso en flores senescentes.
Lo anterior puede estar relacionado con la calidad del recurso que consumen los insectos,
pues botones y flores jovenes poseen mayor cantidad y calidad de polen y néctar, y tejidos
mas suaves para su alimento (Alves-Silva et al. 2013); y puede ser de considerable interés
para las tasas reproductivas de la planta, ya que la herbivoria en botones florales, esta
negativamente relacionado con la produccion de frutos mas adelante (Alves-Silva et al.
2013).

Finalmente, P. nitida tambiéen presentd depredacion pre-dispersion de semillas, que se
caracteriza por el consumo de frutos y semillas cuando estas no estdn completamente
maduras y ain no se han dispersado (Ramirez & Traveset 2010). Al igual que los otros
tipos de depredacion, esta puede tener efectos sobre el éxito reproductivo de las plantas, y
mas adn si se tiene en cuenta que el dafio a las semillas puede ser mas costoso que el dafio
a estructuras florales, puesto que probablemente los évulos fertilizados son mas valiosos

que aquellos que estan sin fertilizar (McCall & Irwin 2006).

Existen diferentes tipos de depredacion pre-dispersion los cuales dependen de 1) el estado
en el cual se encuentra el insecto, es decir, si es una larva o un adulto, 2) de la manera en
que explotan el recurso, 3) si dentro del fruto se desarrolla una 0 mas de una larva y 3) si la
larva consume una o méas semillas. Estas particularidades pueden influir en el nivel de

especializacién del insecto en el uso del recurso (Ramirez & Traveset 2010).

De esta manera, en las bracteas de la parte superior del escapo y de los frutos de P. nitida,
dipteros y coledpteros adultos copularon y depositaron huevos que luego mediante el
desarrollo de larvas, depredaron las semillas de esta especie de planta. En general se
identificaron varios tipos de herbivoria, el primero ocurrié cuando las semillas en estado
maduro (color café) fueron consumidas totalmente, excepto el area del ala por larvas de
una especie desconocida, posiblemente de un coledptero; el segundo se caracterizo porque
larvas de un escarabajo de la familia Nitidulidae, comenzaron a consumir las semillas
dentro del fruto, cuando este estaba en un estado de desarrollo temprano y sus semillas
tenian tejidos suaves de color blanco; y finalmente el tercero, se observo luego de que el
fruto y las semillas se encontraran en un estado méas avanzado de herbivoria, hallando

varias larvas de diferentes especies que podian simultaneamente alimentarse de las
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semillas y de los desechos organicos producidos por ellas mismas, de ahi que se

encontraran frutos e infrutescencias en alto grado de descomposicion.

Estas clases de herbivoria se diferenciaron de las reportadas por Chaparro & Mora (2003),
puesto que mencionan que los frutos y las semillas de P. cryptantha fueron afectados
principalmente por larvas de mosca y larvas de polilla; las primeras consumian la parte de
la medula del eje de la inflorescencia, inhibiendo el desarrollo de los frutos, y las ultimas
se caracterizaron porque una unica larva afectaba las semillas de un Unico l6culo por fruto,

antes de que este hiciera dehiscencia.

De acuerdo a todas las interacciones descritas anteriormente, se puede afirmar que P.nitida
es un recurso importante no solo para sus polinizadores, sino también para una gran
variedad de formas de vida, incluyendo insectos adultos y larvas, que encuentran en esta
planta refugio y alimento (Anexo C); ademas se confirma que en torno a una sola especie
se pueden establecer distintos eventos y mutualismos producto de actividades ecolégicas.
(Franco-Saldarriaga & Restrepo-Chica 2009).
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8. Conclusiones

Cuatro componentes de la biologia floral de Puya nitida indican que la polinizacion
cruzada aporta de manera contundente a la reproduccién sexual de esta especie: 1) presenta
rasgos florales relacionados con el sindrome de ornitofilia, como flores tubulares de
colores rojos, sin aroma, antesis diurna, produccion de néctar diluido, etc. 2) presenta una
corola amplia y una disposicion de las anteras que favorece que colibries de pico corto y
largo accedan de manera legitima al néctar y entren en contacto con las partes
reproductivas de la flor, 3) muestra flores y estigmas receptivos por un amplio intervalo de
tiempo ( > 5 dias), y 4) presenta separacion temporal (dicogamia) y espacial (hercogamia)

de los 6rganos masculinos y femeninos.

El posible evento de autopolinizacién retrasada durante las Gltimas etapas del desarrollo
floral de P. nitida, permite que la fecundacion de los évulos se complete con polen propio
cuando el servicio del polinizador ha sido insuficiente. Esto les permite asegurar la

fecundacidn en el Gnico evento reproductivo que estas plantas presentan.

El hecho de que la floracion se presente en la época de menos precipitacion, presenta
ventajas en la polinizacién de las flores P. nitida, debido a que este clima favorece el vuelo

y la actividad de los colibries polinizadores.

De acuerdo al indice de autoincompatibilidad (ISI) P. nitida presenta un sistema de
reproduccion en su mayor parte autoincompatible. Sin embargo, se evidencia la posibilidad
de mantener un sistema mixto (autogamia-xenogamia), que asegura de cualquier forma, el

éxito de la reproduccién sexual.
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El mayor nimero y mejor calidad de los frutos generados a partir de los experimentos de
polinizacién cruzada manual y polinizacion natural sugiere que P. nitida requiere de

vectores de polen para aumentar el éxito reproductivo de la planta.

El alto nimero de semillas y la alta tasa de germinacién y viabilidad de las mismas, es una
estrategia que beneficia la reproduccion sexual de P. nitida. No obstante, en condiciones
naturales la germinacion y el establecimiento de éstas puede estar determinado por las
condiciones de luz que presentan los micrositios, debido a que son semillas fotoblasticas

positivas.

De acuerdo a la morfologia, frecuencia y duracion de las visitas, y técnica de forrajeo
mediante el uso de la percha, Eriocnemis vestita, Lesbhia victoriae y Chalcostigma

heteropogon son los polinizadores con mayor eficiencia de P. nitida.

Larvas e insectos de los ordenes Diptera (subfamilia Bibionidae, Psychodidae y
Syrphidae), Hymenoptera (subfamilia Opiinae, género Opius) y Coleoptera (subfamilia
Staphylinidae y Nitidulidae) afectan negativamente el éxito reproductivo de P. nitida,
cuando consumen estructuras reproductivas como los primordios de las inflorescencia,

flores, frutos y semillas.

El presente estudio contribuye a la comprension de los procesos evolutivos y de la
seleccion de los sistemas de reproduccion sexual de las plantas, en ecosistemas de alta
montafia y paramo, y aporta informacion para el disefio de estrategias de conservacion y
restauracion enfocadas en recuperar no solo la estructura, sino la dindmica de dichos

ecosistemas.
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9. Recomendaciones

Evaluar mas de un afo el patrén fenoldgico de P. nitida, puesto que puede existir variacion
en la intensidad de los estados fenoldgicos de un afio a otro y adicionalmente, para
comprobar si efectivamente existen mecanismos que permiten la saciacion de los

depredadores.

Estudiar el aporte tanto de la reproduccién clonal, como de la reproduccion sexual a la

dindmica de la poblacion de P. nitida.

Evaluar en detalle el efecto que tiene la arquitectura del clon sobre la reproduccion sexual

de la especie de estudio.

Aumentar el tamafio de la muestra para realizar los experimentos de polinizacion manual, y
evaluar el éxito de cada uno de ellos a partir del numero de semillas germinadas y del

crecimiento de tubos polinicos debido a las condiciones encontradas en el paramo.

Evaluar si verdaderamente existe limitacion de polen en la poblacion, mediante

experimentos de suplementacion de polen.

Realizar experimentos de apomixis ya que otras especies de Puya lo han presentado y
ademas con el fin de evitar hacer estimaciones erroneas del fruit set inferido solo a partir

de la autopolinizacion.

Evaluar el sistema reproductivo en varias poblaciones de P. nitida ya que pueden existir

diferencias.
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Aumentar el esfuerzo de muestreo para la observacion de visitantes florales, teniendo

registros a lo largo del dia 'y comprarlos con la produccion diaria de néctar.

Realizar capturas con redes de niebla, cargas de polen y experimentos de polinizacion con

los visitantes florales, y definir asi méas detalladamente la eficiencia de estos.
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11. Anexos

ANexo A: Medidas morfoldgicas de las estructuras florales en cada una de las fases
fenologicas de Puya nitida. En rojo se encuentran las medidas que presentaron diferencias
significativas (ANOVA P <0,05) entre las fases florales. La primera cifra indica el nimero

promedio seguido de la desviacidn estandar y entre paréntesis el tamafio de la muestra.

Medida E0 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7

L.flor 36,13+6,25 | 42,71+2,53 52,2+3,75 | 57,5 +7,85 | 63,6+4,74 | 67,45+4,2 | 6576+841 | 62,01£6,02
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) 7)

A.Corola | 8,625+2,18 7,08 +3,38 8,25+ 1,88 10,9+2,05 | 13,9+2,43 | 16,1+1,33 | 13,26%246 | 8,42 +0,74
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) (7)

Lpetalos | 2568+1,26 | 33,27+2,97 | 41,425+3,57 | 46,1+8,10 | 54%224 | 53,8+4,2 61,3 5,14 53,34+ 8,26
(8) (19) (8) 7) (5) (17) (5) 7)

Lestambre | 20,32£2,46 | 26,75:516 | 32,956,557 41,7+6,06 | 43,8848.27 | 457+6,13 | 47,6+2,46 41,35 +7,39
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) (7)

L.antera 15,31+1,61 | 16,91+299 | 16,01+2,8 17,2+1,24 | 13,3827 | 9,47+3,40 | 7,42£0,47 10,11 3,30
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) 7)

L.estilo 12,32+ 1,61 | 20,83+4,59 29,0659 | 30,6+854 | 37,22%6,25 | 42,2+3,48 | 40,08+3,18 | 37,08%5,27
(8) (10) (8) @) (5) (17) (5) (7)

Dista. 2,11+1,75 3,38+2,44 6,77+2,92 | 7,24+3,83 6+4,18 3,23+3,38 | 3,88+5,66 0,77 +2,04
Est- ant (8) (19) (8) 7) (5) (17) (5) (7)

L.ovario 11,52£1,78 | 11,17+1,11 12,6 +1,31 11,6 £0,51 | 12,4%0,70 | 12,1+2,00 | 12,2+0,97 13,35+ 1,30
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) (7)

A.ovario 5,63%1,17 5,63 +1,17 5,8+0,44 588+0,40 | 5760,33 | 6,09+0,35 | 592+0,44 5,75 0,47
(8) (10) (8) 7) (5) (17) (5) (7)

ANexXo B: paquetes usados en R

Nortest: Juergen Gross & bug fixes by Uwe Ligges. (2012). nortest: Tests for Normality.
R package version 1.0-2. http://CRAN.R-project.org/package=nortest.

Mvtnorm: Alan Genz, Frank Bretz, Tetsuhisa Miwa, Xuefei Mi, Friedrich Leisch, Fabian
Scheipl, Torsten Hothorn (2013). mvtnorm: Multivariate Normal and t Distributions.
http://CRAN.R-project.org/package=mvtnorm.

Class: Venables, W. N. & Ripley, B. D. (2002) Modern Applied Statistics with
S. Fourth Edition. Springer, New York. ISBN 0-387-95457-0

VGAM: Thomas W. Yee & C. J. Wild (1996). Vector Generalized Additive

Models. Journal of Royal Statistical Society, Series B, 58(3), 481-493.
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Splines: R Core Team (2013). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
URL http://www.R-project.org/.

Stats4: R Core Team (2013). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
URL http://www.R-project.org/.

Lawstat: Joseph L. Gastwirth; Yulia R. Gel <ygl@math.uwaterloo.ca>; W. L.

Wallace Hui <wlwhui@uwaterloo.ca>; Vyacheslav Lyubchich
<vlyubchich@uwaterloo.ca>; Weiwen Miao <miao@macalester.edu>;

Kimihiro Noguchi <kinoguchi@ucdavis.edu> (2013). lawstat: An R

package for biostatistics, public policy, and law. R package version

2.4. http://CRAN.R-project.org/package=Ilawstat.

Car: John Fox and Sanford Weisberg (2011). An {R} Companion to Applied Regression,
Second Edition. Thousand Oaks CA: Sage. URL:
http://socserv.socsci.mcmaster.ca/jfox/Books/Companion.

Multcomp: Torsten Hothorn, Frank Bretz and Peter Westfall (2008). Simultaneous
Inference in General Parametric Models. Biometrical Journal 50(3), 346--363.

Survival: Therneau T (2013). A Package for Survival Analysis in S_. R package version
2.37-4, <URL: http://CRAN.R-project.org/package=survival>.

E1071: David Meyer, Evgenia Dimitriadou, Kurt Hornik, Andreas Weingessel and
Friedrich Leisch (2012). e1071: Misc Functions of the Department of Statistics (e1071),
TU Wien. R package version 1.6-1 http://CRAN.R-project.org/package=e1071

Stats: R Core Team (2013). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/.

Ltm: Dimitris Rizopoulos (2006). Itm: An R package for Latent Variable Modelling and
Item Response Theory Analyses, Journal of Statistical Software, 17 (5), 1-25. URL
http://www.jstatsoft.org/v17/i05
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