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RESUMEN

Thunbergia alata es una planta trepadora nativa de la costa este de Africa que ha sido introducida en
diferentes regiones del mundo especialmente en el neotrépico. Debido su amplia distribucion en
Colombia, su rapida proliferacion y su forma de crecimiento el Instituto de Investigaciones en
Biodiversidad Alexander von Humboldt la catalogd como una de las plantas con mayor riesgo de
invasion en Colombia. Actualmente se desconoce el sistema de reproduccion sexual y hasta qué grado la
especializacion de los polinizadores nativos y los mecanismos de compatibilidad limita o facilita el
potencial invasor de la especie. Este estudio describe la biologia reproductiva sexual de T. alata, la
actividad de los visitantes florales, su efectividad en la funcién femenina y la produccién y viabilidad de
semillas en una poblacion de bosque andino en el Valle del Cauca, Colombia. Se encontr6 que, en esta
poblacion del Valle del Cauca, T. alata presenta un sistema reproductivo con autocompatibilidad parcial
(0.84), que depende de la transferencia de polen por parte de los polinizadores para la produccién de
frutos y semillas. La actividad de los polinizadores es erratica y de baja intensidad, pues tan solo se
encontraron dos visitantes florales: Eulaema polychrona y Trigona amalthea y la viabilidad de semillas
fue del 30%, lo que sugiere que T. alata ain no ha establecido relaciones mutualistas significativas con
la entomofauna local y que la reproduccidn sexual no es la principal presion de invasion dentro del area
de estudio, por el contrario, su principal estrategia reproductiva es la reproduccidn vegetativa. Se sugiere
enfocar los planes de manejo y control en reducir el crecimiento vegetativo, sin embargo, debido a que
la reproduccion sexual puede ser diferente entre poblaciones, se debe incluir en los esfuerzos de

monitoreo para que abarquen tanto el componente de reproduccién vegetativo como el sexual.

Palabras claves: Polinizacion, autocompatibilidad, invasiones bioldgicas, viabilidad de semillas.
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ABSTRACT

Thunbergia alata is a climbing plant, native to Africa’s west coast, which has been introduced to different
regions of the world, especially the Neotropics. Due to its broad distribution, fast proliferation, and life
form, Colombia’s Biodiversity Institute (Alexander von Humboldt) classified this plant as one of high
potential of invasion. Currently, there is no information how the plant’s breeding system, level of self-
compatibility and interactions with the native pollinator fauna affect the invasive potential of the species.
This study describes the breeding system of 7 alata, the activity of its floral visitors, their effect on the
feminine function, and the production and viability of the seeds, in a population of and Andean forest in
the Valle del Cauca, Colombia. In this population, 7. alata has mechanisms that reduce self-pollination
(herkogamy and dichogamy) and it is partially self-compatible (0.89). Therefore, pollen transfer and
ovule fertilization depends on animal vectors. However, the plant is only visited by two hymenopteran
species (Eulaema polychrona and Trigona amalthea) with low visitation rates and pollination success.
Seed viability was 30%, suggesting that 7. alata it has not yet established effective mutualistic
relationships with the local entomofauna and, sexual reproduction is not the main driver of invasive
potential in the study area. Therefore, its main reproductive strategy is vegetative reproduction. These
results suggest that focus on controlling and reducing new vegetative growth would be an effective
management plan. However, because sexual reproduction potential can vary among populations and

change over time, this component should be incorporated in monitoring programs.

Keywords: Pollination, self-compatibility, biological invasions, seed viability.
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1. INTRODUCCION

Las invasiones bioldgicas son una de las principales causas de la crisis de conservacion a nivel mundial,
debido a los cambios que provocan en la composicion y estructura de los ecosistemas (Gurevitch y
Padilla, 2004, Vila, 2011, Emry, 2011). Son definidas como la introduccién, establecimiento y
propagacion de una especie fuera de su rango de distribucidon (Prentis et al. 2008, Valéry et al. 2008).
Aunque todas las especies tienen el potencial de expandir sus distribuciones geograficas, tipicamente
existen barreras fisicas o ecoldgicas que limitan dicha expansion (Valéry et al. 2008). Sin embargo, las
actividades antrdpicas eliminan algunas de estas barreras naturales (Rai y Singh, 2020) y por tanto las
invasiones bioldgicas no son consideradas un evento al azar, sino mas bien el resultado de procesos
facilitados o activamente ejecutados por los humanos (Rai y Singh, 2020, Hulme, 2009, Pejchar, et al.

2009).

La introduccion de una especie exoética a un nuevo ecosistema en gran medida es resultado de
mecanismos directos e indirectos derivados de actividades humanas tales como: liberacion intencional
en una nueva area, factores biodticos (humanos, animales o plantas) o abidticos (barcos, carros, aviones)
y escape de areas de contencion después de una importacion. Asimismo, las especies introducidas pueden
tener una expansion natural sin que medie un vector externo (Hulme et al. 2008, Pysek et al 2020, Saul
et al. 2017). Una especie exotica introducida es reconocida como invasora cuando atraviesa tres etapas
claves: (1) Introducciéon: ampliacion de su distribucion geografica tanto por sus propios medios o por
vectores externos (Richardson et al. 2000; Levine, 2008; Ramirez y Baptiste, 2015); (2) Establecimiento:
la especie logra adaptarse a las nuevas condiciones ambientales y desarrollar poblaciones que se
mantienen sin la necesidad de ser mantenidas artificialmente (Ramirez y Baptiste, 2015); (3) Invasion:
poblaciones con alta capacidad de reproduccion y con potencial de causar impactos negativos dentro de

los ecosistemas invadidos por competencia o por depredacion (Ramirez y Baptiste, 2015).

Las especies invasoras se caracterizan por tener un alto potencial de adaptacion, propagacion y
proliferacion que les permite colonizar nuevas areas y ecosistemas (Richardson et al. 2000, Valéry et al.
2008, Prentis et al. 2008). En el caso de plantas invasoras, estar fuera del rango de distribucion las excluye
de las relaciones mutualistas naturales que son vitales para su reproduccion y establecimiento (p.ej.,

polinizacidn, dispersion de semillas). Sin embargo, las plantas invasoras pueden producir descendencia
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gracias a los mecanismos de auto-fecundacion o reproduccion asexual (Razanajatovo y Van Kleunen,
2016). La reproduccion asexual tiene un costo ecoldgico y evolutivo, ya que la reproduccion sexual
garantiza el intercambio genético y por tanto mantienen una mayor diversidad genética y mayor potencial

de adaptacion para las nuevas generaciones (Rodger et al. 2010).

El éxito reproductivo sexual de plantas con flores no s6lo depende de la transferencia de polen, sino
también de la biologia floral de planta (Dai y Galloway, 2011). Es comun que las plantas hermafroditas
tengan adaptaciones que evitan la autopolinizacion y fomentan el entrecruzamiento. Estas adaptaciones
pueden ser morfologicas como hercogamia (separacion espacial de los 6rganos sexuales), fisiologicas
como dicogamia (6rganos sexuales con maduracion diferencial en el tiempo) (Dai y Galloway, 2011,
Jiménez-Duran y Cruz-Garcia, F. 2011, Edlund et al. 2004 ), o genéticas mediante mecanismos de auto-
incompatibilidad que consiste en la inhibicion de la germinacion del grano de polen en el estigma o del

desarrollo del tubo polinico en el pistilo (Jiménez-Duréan, y Cruz-Garcia, 2011, Edlund et al. 2004 ).

La reproduccion sexual de las plantas invasoras puede ser afectada por la ausencia de polinizadores
efectivos, sin embargo, ciertas plantas logran establecer nuevas relaciones con polinizadores efectivos
fuera de su rango de distribucion (Harmon-Threatt et al. 2009, Salgado-Negret et al. 2017, Morales y
Aizen 2006). Se considera que el éxito reproductivo sexual de una planta invasora depende de tres
factores principales: (1) capacidad de producir descendencia en ausencia de polinizadores (auto-
fecundacion); (2) capacidad de atraer polinizadores nativos; (3) efectividad de los nuevos polinizadores
para transferir cantidad y calidad de polen suficiente para fecundar la planta y asi tener una buena

produccion de frutos y semillas (Harmon-Threatt et al. 2009).

Es vital conocer la contribucion de la reproduccion sexual en especies invasoras, con el fin de adoptar
diferentes estrategias de remocion de individuos y asi controlarlas y reducir al maximo el tamafo de la
poblacion introducida (Emry, 2011). La frecuencia e intensidad de los esfuerzos para el control de las
plantas invasoras depende tanto de la velocidad de crecimiento y regeneracion de los individuos como
de su potencial de propagacion asexual (mediante esquejes y propagulos) y sexual (produccion y
dispersion de semillas) (Emry, 2011). Este estudio examina el potencial de reproduccion sexual de una
planta invasora en Colombia, con el fin de determinar si su reproduccion sexual contribuye a su potencial

invasor y asi informar futuras campafias de control y erradicacion.
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La planta Thunbergia alata Bojer ex Sims 1825, es una trepadora nativa de la costa este de Africa
(Cérdenas-Lopez et al. 2017). Debido a sus llamativas flores se utiliza como planta ornamental de
jardines y cercas (Fig. 1), razoén por la cual ha sido introducida en diferentes regiones del mundo,
especialmente en el Neotropico donde tiene una proliferacion exitosa. Se distingue por tener un
crecimiento rapido, formar parches densos, homogéneos y establecerse en espacios abiertos con buena
luminosidad, especialmente en areas previamente transformadas por el hombre (p.ej. jardines,
alambrados, cultivos, lineas eléctricas) y en bordes de bosque (Meyer y Lavergne, 2004, Cardenas-Lopez

etal. 2017).

Tipicamente, la presencia de 7. alata dentro de jardines, no representa una amenaza para los ecosistemas,
sin embargo, si escapa a zonas silvestres si representa una amenaza (Cardenas-Lopez et al. 2017; Mora-
Goyes et al. 2015; Cabi, 2014). Se ha reportado que el crecimiento proliferado de plantas con habitos
trepadores en areas con cierto grado de perturbacion afecta significativamente el desarrollo y
regeneracion de las plantas nativas; por ejemplo, mediante la reduccion en las tasas de crecimiento de
los arboles, cambios en la biomasa de los ecosistemas y alteracion en la disponibilidad de agua y

nutrientes (Marshall et al. 2020).

El ojo de poeta (7. alata) es una especie invasora con menos de 100 afios de historia en Colombia. El
primer registro es del afio 1939 (Cardenas-Lopez et al. 2017). Se trata de un espécimen depositado en el
Herbario Nacional de Colombia, colectado en un jardin por Enrique Pérez Arbeldez y José Cuatrecasas
en los alrededores de la Vega, Cundinamarca (Céardenas-Lopez et al. 2017). También fue colectada por
José Cuatrecasas en el afio 1943 (Valle del Cauca) en un borde de bosque. Hoy en dia, en Colombia se
encuentra distribuida en zonas andinas y esta reportada en 12 departamentos (Antioquia, Boyaca, Caldas,
Cauca, Cesar, Cundinamarca, Huila, La Guajira, Meta, Quindio, Santander y Valle del Cauca) (Cardenas-

Lopez et al. 2017).

Debido a la amplia distribucion de la especie en Colombia, su rapida proliferacion y el cubrimiento
superficial, el Instituto Humboldt la catalog6 como una de las plantas con mayor riesgo de invasion en
Colombia (Cérdenas- Lopez et al. 2010). Aun no existen planes concretos de control o erradicacion de la

especie ni se ha evaluado su potencial de reproduccion sexual, ni hasta qué punto este fomenta o inhibe
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el potencial invasivo de la especie. Es importante estudiar los mecanismos de reproduccion sexual de 7.
alata con el fin de comprender el papel de los rasgos reproductivos y hasta qué grado la especializacion
de los polinizadores y los mecanismos de compatibilidad, pueden ser una barrera para la invasion de la
especie (Rodger et al. 2010, Hao et al. 2009, Barret, 2015). Las plantas del género Thunbergia se
caracterizan por tener flores de vistosos colores y por ser polinizadas dentro de sus regiones nativas por

himendpteros (Meyer y Lavergne, 2004).

Por otra parte, en el Oriente Antioquefio se registraron visitas de diferentes especies de himenopteros,
pero la efectividad de los visitantes florales no fue evaluada (Quijano-Abril et al. 2019). En cuanto a la
germinacion de semillas se encontr6 un porcentaje de viabilidad entre el 70-100% (Quijano-Abril et al.
2019), sin embargo, también se ha reportado que las semillas en poblaciones fuera de su rango de
distribucion no son viables (Cardenas- Lopez et al. 2017). En este estudio se busca describir el sistema
reproductivo sexual de T alata, en una poblacion del Valle del Cauca con el fin de determinar qué factores
intrinsecos (biologia reproductiva) y extrinsecos (interacciones con fauna local) favorecen o restringen

la reproduccion sexual de esta planta en una poblacion de los Andes colombianos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Describir la biologia reproductiva sexual de la planta invasora ojo de poeta (Thunbergia alata) en una

poblacion de bosque andino en el Valle del Cauca, Colombia.

2.2 Objetivos especificos

1. Describir la biologia floral.

2. Determinar los mecanismos de compatibilidad.

3. Cuantificar la actividad de visitantes en 7. alata y medir su efectividad para la funcién sexual femenina.

4. Cuantificar la produccion y viabilidad de semillas producidas.
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3. METODOS

3.1 Area de estudio y disefio experimental

El Centro de Educacion Ambiental La Teresita, se encuentra ubicado en la vertiente oriental de la
cordillera Occidental sobre el 4rea de amortiguacion del Parque Nacional Natural Farallones de Cali, en
la cuenca del rio Felidia, dentro del corregimiento de La Leonera (3°26' N, 76°38' W). La Teresita cuenta
con 33 hectareas cubiertas predominantemente por bosque andino en estado sucesional secundario. Tiene
una elevacion de 2.100 msnm, temperatura media anual entre los 18°C y 12°C y una precipitacion de
1,279 mm/ano. El estudio se concentr6 en bordes de bosque donde principalmente se establece 7. alata
y tuvo una duracion de ocho meses (febrero - octubre 2019). Se seleccionaron 14 parches independientes
(Fig. 2). Cada parche representaba un area cubierta de forma homogénea por la especie y estd separado
de otras agregaciones de al menos 10 metros. Doce de los parches conformaron el area central de estudio
y estaban separados del mdas cercano entre 10 y 50 metros. Ademas, se incluyeron dos parches
adicionales, a 250 y 1487 metros del area de estudio, para evaluar el efecto de la distancia en la biologia
reproductiva. Cada parche puede tener uno o mas individuos y se supuso que los individuos del mismo

parche eran genéticamente iguales.

Figura 1. Vista general de dos de los parches de T. alata muestreados en el Centro de Educacion Ambiental La
Teresita.
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Figura 2. Mapa de la zona de estudio. Los puntos rojos indican los parches de 7. alata dentro de la Teresita. Los
puntos negros indican la ubicacion de los parches independientes al area de estudio (250 y 1487 metros).

3.2 Biologia y morfologia floral de 7. alata

El ojo de poeta (7. alata), produce abundantes flores solitarias perfectas (bisexuales), axilares, que duran
varios dias abiertas. Las flores son salveformes; es decir, tienen una porcioén tubular que se abre
distalmente en un disco horizontal y perpendicular al tubo (Fig. 3A). El tubo mide 4.5 cm longitud y el
disco de pétalos parcialmente fusionados tiene 4 cm de didmetro. Las flores tienen la corola naranja, con
la cara interna del tubo, hasta la apertura de la corola, de color purpura oscuro (casi negro). La funcién
masculina de la flor estd representada por cuatro anteras, distribuidas de forma simétrica, cada una
sostenida por un filamento libre que las ubican un poco por debajo del estigma, 1.22 cm (Quijano-Abril

etal. 2019). La funcidon femenina, esta representada por un ovario supero (que contiene cuatro 6vulos) y
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un pistilo blanco de 1.59 cm de longitud (Quijano-Abril et al. 2019), que termina en un estigma con dos
l6bulos amplios. Para describir la biologia floral se hizo un seguimiento cronoldgico de la apertura de la
flor. Se seleccionaron 10 flores en 10 parches. Cada flor, se marcé desde estado de botén y, con un pie
de rey, se midi6 el didmetro de la corola cada dia desde el inicio de la antesis floral (Fig. 3B). Se clasifico
la vida de la flor en fases florales segun el didmetro de la corola, el estado de dehiscencia de las anteras

(que se observo por medio de una lupa botanica) y la receptividad estigmatica.

DIAMETRO &

Figura 3. Morfologia de la flor de T alata. A. Vista lateral de la flor. B. Flor parcialmente abierta, en la que se
ilustra como se midi6 el didametro de la flor.

3.3 Receptividad estigmatica

Se marcaron flores antes de la antesis floral y se tomaron pruebas de receptividad del estigma a diferentes
horas del dia (9 am-12 pm y 2 — 4 pm), para cada hora se seleccionaron 100 flores y se continu6 el
monitoreo de receptividad hasta la senescencia de la flor. Para determinar la receptividad, se puso una
gota de perdxido de hidrogeno en el estigma y se considero receptivo si inmediatamente habia formacion

de burbujas, indicativas de que hay peroxidasa en la superficie estigmatica (Osborn et al. 1998).

3.4 Produccion de néctar

La produccion de néctar se midi6 en 25 flores en cada uno de los 12 parches de 7. alata. Las medidas se
hicieron con tubos microcapilares de vidrio Drummond ® de 0,3 ul que se insertaron hasta el fondo de la
corola por la apertura principal, con cuidado de no dafiar el ovario ni otras estructuras. Los microcapilares
tienen un didmetro conocido, de manera que el volumen se calcula a partir del diametro multiplicado por

la longitud de la columna de néctar que asciende por el tubo por capilaridad. Para evitar que los visitantes

19



florales modificaran la cantidad de néctar, las flores se cubrieron con bolsas de tul desde su fase de botén
(Galletto y Bernardello, 2005). Una vez abri6 cada flor, se midi6 la cantidad de néctar a partir de las 2
pm hasta las 4 pm del primer dia y se continud el monitoreo durante los cuatro dias seguidos hasta la

senescencia.

3.5 Sistema reproductivo
Para determinar el sistema reproductivo de la planta, se realizaron experimentos con polinizaciones
manuales controladas. Cada flor fue previamente marcada, emasculada (es decir, las antenas fueron
retiradas) y embolsada desde estado de boton con la asignacion de los siguientes tratamientos:
1. Polinizacion abierta: Se marcaron flores antes de hacer antesis y se dejaron expuestas a la visita
de polinizadores durante cuatro dias post- antesis.
2. Autopolinizacién espontianea: Las flores se dejaron embolsadas sin recibir ningin tipo de
manipulacion. A las 72 horas los pistilos fueron recogidos
3. Autopolinizacion: Se polinizaron las flores con el polen de la misma flor y a las 24 horas se
recogieron los pistilos.
4. Geitonogamia: Las flores fueron emasculadas, posteriormente se polinizaron con polen de flores
del mismo parche.
5. Xenogamia: Las flores fueron emasculadas, posteriormente se polinizaron flores con polen de

flores a diferentes distancias del sitio de estudio (250 y 1487 metros).

Las polinizaciones manuales se llevaron a cabo cuando el estigma estaba receptivo. Inmediatamente
después de aplicado el tratamiento, se embols6 de nuevo la flor, 24 horas mas tarde se recolecto el pistilo
y se conservo de forma individual en tubos de micro centrifugacion, previamente llenados con AFA
(acido acético, formol y alcohol) como preservarte (Martin 1956). Posteriormente, en el laboratorio, los
pistilos fueron puestos por 8 horas en una soluciéon hiperconcentrada de NaOH (8 N), con el fin de
ablandarlos y seguidamente lavados en agua destilada por 1 hora, por tltimo, fueron tefiidos con azul de
anilina durante 4 horas (Martin 1956). Los pistilos se observaron bajo microscopio de epiflourescencia
(Fig. 4). Se cuantifico el nimero de granos depositados en el estigma y el nimero de tubos polinicos
desarrollados hasta la base del estilo. Ademas, para cada uno de los tratamientos se sigui6 el desarrollo
de los ovarios para cuantificar el nimero de frutos y semillas producidos como consecuencia de los

diferentes tratamientos de polinizacion.
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Figura 4. Foto de pistilos y granos de polen de 7. alata bajo microscopio de epiflourescencia. A. Granos de
polen germinados en el estigma. B. Tubos polinicos en la base del estilo.

3.6 Actividad de visitantes y polinizadores

Se realizaron observaciones diurnas de visitantes y potenciales polinizadores de 7. alata. Las
observaciones se hicieron en dos bloques diarios de cuatro horas (9 am-1 pm y 2-5 pm), por un espacio
de 24 dias. El muestreo se realizo en dias sin lluvia (Aguado et al. 2019) y se visito cada parche durante
5 minutos cada hora. Se registrd como polinizador aquel visitante que tuviera contacto con las estructuras
reproductivas de la flor. Adicionalmente se hizo un pre-muestreo nocturno para evaluar la presencia de
polinizadores nocturnos. Durante ese pre-muestreo no hubo presencia de polinizadores, por lo cual este
estudio incluye solamente observaciones realizadas durante el dia. La identificacion taxonomica de los
polinizadores se realiz6 con las guias de campo de Gonzalez et al. (2005) y Bonilla-Gémez y Nates-Parra

(1992).

3.7 Efectividad de los polinizadores en la funcion sexual femenina

Las flores que recibieron visitas por parte de los polinizadores se marcaron individualmente y se
cubrieron con bolsas de tul. Posteriormente, a las 24 horas de la visita, los pistilos fueron colectados y
fijados en AFA. Seguidamente se tifieron con la metodologia de Martin (1956), y se observaron en el
microscopio de epifluorescencia, donde se conto el nimero de granos de polen depositados en el estigma
y el numero de tubos polinicos que bajaron hasta la base del estilo. Por otra parte, se siguid el desarrollo

de los ovarios, con el fin de cuantificar la produccion de frutos y semillas en relacion a la historia de cada
flor.
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Figura 5. Frutos producidos por T. alata. A. Fruto en desarrollo. B. Fruto abortado.

3.8 Viabilidad de semillas

Para evaluar la viabilidad de las semillas de T. alata, se cubrieron de manera aleatoria con bolsas de tul
35 frutos por parche (N=420), hasta que los frutos hicieron dehiscencia. Puesto que no todos los frutos
tuvieron una produccion méxima de semillas, se obtuvieron 550 semillas. Estas fueron puestas en
bandejas de germinacion con cavidades cavidad individual (Fig. 6) sobre un sustrato comercial, con el
fin de evitar la germinacion de plantas diferentes a 7. alata. El experimento de germinacion se llevo a
cabo durante los meses de abril y mayo en el centro de educacién ambiental La Teresita. Las bandejas se
ubicaron en el invernadero de la Teresita, que se encuentra al aire libre para mantener las plantas en el
mismo régimen de temperatura de la poblacion estudiada. El invernadero es una estructura sencilla
cubierta en la parte superior con malla de polisombra y con los laterales abiertos lo cual protegia las

bandejas del sol directo (Fig. 6).

Figura 6. Bandeja de germinacion con plantulas de 7. alata en desarrollo.
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3.9 Analisis de datos

La comparacion entre los distintos tratamientos de polinizacidn se realizo para las siguientes variables:
desarrollo de tubos polinicos, conjunto de frutos o “fruit set” (nimero de frutos producidos/ nimero total
de flores polinizadas), semillas producidas y la produccion de semillas o “seed set” (nimero de semillas
producidas por fruto / nimero total de 6vulos de la planta). Para cada comparacion, se hizo un ANOVA
de un solo factor con permutacion (10,000) que son pruebas no paramétricas que no asumen errores
distribuidos normalmente (Mangiafico, 2015). Luego se hizo un anélisis post hoc de prueba T por pares
para hacer comparaciones multiples por pares sobre medias, con el ajuste “fdr”, que se utiliza para
controlar el error de tipo I, ya que este tipo de error aumenta cuando se realizan multiples comparaciones.
Para evaluar la efectividad de los dos polinizadores, se realizé una prueba T con permutacién (10000).
Se compard las medias entre el nimero de granos de polen depositados en el estigma por cada tipo de
polinizador, asi como para el desarrollo de tubos polinicos, numero de frutos y produccion de semillas
que derivaron de la actividad polinizadora de cada tipo de agente. Todas las pruebas se corrieron en el
software R, con un nivel de significacion de 0.05 (R Core Team 2013). A partir de los frutos producidos
por las polinizaciones manuales se hallo el indice de autocompatibilidad, el cual se define como el
conjunto de frutos producidos por autopolinizacion relativo al conjunto de frutos producidos por
xenogamia (autopolinizacién/xenogamia) (Zapata y Arroyo, 1978, Taslimpour y Aslmoshtaghi 2012). Se
considera que un valor mayor o igual a uno indica autocompatibilidad, mientras que un valor menor de
uno indica autocompatibilidad parcial. Un valor igual a cero indica incompatibilidad total (Zapata y

Arroyo, 1978, Taslimpour y Aslmoshtaghi 2012).
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4. RESULTADOS
4.1 Biologia floral de la planta
Las flores de 7' alata son diurnas. Tienen dos mecanismos de reduccion de endogamia: hercogamia con
el pistilo un poco més largo que las anteras y dicogamia, donde la funciéon masculina inicia primero,
seguida de la funcidén femenina. La vida de la flor se divide en cuatro fases definidas por el movimiento

de los pétalos y la receptividad del estigma (Fig. 7 y 8).

Fase F0: Pre-antesis: El boton floral se encuentra fuera de las bracteas, la corola esta totalmente cerrada

y cubre el gineceo y el androceo.

Fase F1: Empieza a partir de las 9 am con la antesis de la flor y tiene una duracion aproximada de 1
hora. Durante esta fase los pétalos estan ain imbricados, lo que confiere a la corola una forma tubular,
pues aun no se ha abierto completamente el disco de la corola. La fase termina una vez los pétalos se han
separado lo suficiente para dar accesos a los 6rganos sexuales. La apertura de la corola inicia con 1.1 cm
(+ 1.01) (Fig. 7). Durante esta fase floral, hay un porcentaje pequefio de flores receptivas (14%) y las

anteras ya han hecho dehiscencia (Fig. 8).

Fase F2: Esta fase florar inicia desde las 10 am y dura aproximadamente hasta las 12 pm, y abarca todo
el periodo de apertura del disco de la corola. Al inicio de esta fase, los pétalos inician con un didmetro
de corola 3,0 cm (+ 0.94) y al finalizar la fase los pétalos ain se encuentran imbricados. Durante esta

fase la receptividad del estigma ha aumentado a 28% (Fig. 8).

Fase F3: Esta ultima fase inicia a la 12 pm del primer dia y termina al quinto dia cuando la flor entra en
senescencia. El disco de la corola se encuentra en un solo plano e inicia con un didmetro de 3.4 cm (+
0.86), alcanza su didmetro maximo de 4 cm (+ 0.26) a las 4 pm del primer dia y continua asi durante los
cuatro dias siguientes (Fig. 7). Por otra parte, hay un aumento significativo de la receptividad en la
estructura sexual femenina (92%) que se mantiene los cuatro dias siguientes hasta finalizar el ciclo de la

flor (Fig. 8).

24



4.5

3.5

2.5

1.5

Diametro de la flor (CM)

0.5

800

900

1000 1200 1400 1600 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 7. Variacion del diametro floral promedio de T alata, a lo largo del primer dia (en horas) y los cuatro
dias siguientes de vida de la flor. FO, F1, F2 y F3 representan diferentes fases florales
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Figura 8. Comportamiento de la receptividad estigmatica a lo largo del primer dia (en horas) y los cuatro dias

siguientes de vida de las flores de 7. alata.

La produccién de néctar en 7. alata es insignificante. Las muestras tomadas con los capilares no

registraron produccion de néctar. Sin embargo, se realizaron disecciones florales y se observo que hay

una produccion minima de néctar la cual los capilares no pudieron detectar.
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4.2 Sistema reproductivo
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Granos de polen: La poblacion de 7. alata de La Teresita, no mostr6 capacidad de formar frutos
por autopolinizacion espontanea (por lo cual ese tratamiento no se incluy6 dentro de los analisis
estadisticos) (Fig. 9A). Como se esperaba todos los tratamientos de polinizacién asistida
recibieron un numero de granos de polen mayor a cuatro (i.e., suficiente para fecundar los cuatro
ovulos). El tratamiento que recibido mayor deposicion de granos de polen fue xenogamia (1487
m) (Fig. 9A). Mientras que, el tratamiento de polinizacidon abierta, (i.e., sin manipulacion)

recibieron en promedio un numero de granos inferior a cuatro (Fig. 9A).
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Figura 9. Comparacién entre los tratamientos de polinizacion asistida y abierta para cuatro variables de éxito
reproductivo, Media (+ SD): A. Granos de polen depositados en el estigma. B. Nimero de tubos polinicos que
llegan a la base del pistilo. C. Produccion de frutos (fruit set). D. Produccion de semillas. para cinco tratamientos
de polinizacion. Las letras indican valores estadisticamente diferentes. La linea negra horizontal en A y B indica

el nimero maximo de 6vulos que se pueden fecundar por flor.
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Tubos polinicos: Hubo diferencias estadisticamente significativas entre algunos de los
tratamientos para la formacidn de tubos polinicos (F455=16.04, P < 0.01) (Fig. 9B). La prueba
post-hoc mostr6 que los tratamientos de autopolinizacion, geitonogamia y xenogamia (250 m) no
tenian diferencias estadisticamente significativas. En contraste, la polinizacion abierta fue el
tratamiento con menor numero de tubos polinicos, mientras que la xenogamia lejana (1487 m)
fue el tratamiento con mayor numero de tubos polinicos desarrollados. Para todos los
tratamientos, el nimero de tubos polinicos no alcanzo6 niveles de polinizacion suficientes para
fecundar los cuatro 6vulos de la planta. Aunque xenogamia (1487 m) fue el tratamiento que
recibid6 mayor niimero de granos de polen, no hay desarrollo suficiente de tubos polinicos. Al
evaluar la relacion entre el nimero de granos de polen y nimero de tubos polinicos de todos los
tratamientos, se encontr6 que no hay una relacion entre estas dos variables (R2=0.1042, P<0.01)

(Fig. 10).

Numero de tubos polinicos
Lo B i " T V'S R i ¥y B o L I+ « I Uo ]
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Figura 10. Relacion entre granos de polen depositados en el estigma y el nimero de tubos polinicos
desarrollados.
Produccion de frutos: Hay diferencias significativas en la produccion de frutos entre algunos
tratamientos (F344=6.01, P <0.01) (Fig. 9C). Autopolinizacién y xenogamia (1487 m) mostraron
los niveles mas altos pero equivalentes de produccion de frutos. En contraste, la polinizacion
abierta mostro los niveles mas bajos de produccion de fruto, mientras que la xenogamia (1487 m)

y geitonogamia tuvieron niveles intermedios (Fig. 9). El indice de autocompatibilidad basado en
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produccion de frutos tuvo un valor de 0.84, lo que indica que la planta es parcialmente

autocompatible.

- Produccién de semillas: La producciéon de semillas mostré diferencias estadisticamente
significativas entre algunos de los tratamientos (F344=5.40, P <0.01) (Fig. 8D). La prueba post
hoc validd que los niveles mas altos y equivalentes en el nimero de semillas entre los tratamientos
de autopolinizacion y xenogamia (1487 m). En contraste, la polinizacion abierta mostr6 valores
significativamente mas bajos que los demas tratamientos. La xenogamia de corta distancia y la
geitonogamia mostraron niveles intermedios de produccion de semillas. Se observa que la media

promedio de flores tratadas de la poblacion no producen mas de una semilla por fruto.

4.3 Actividad de visitantes en 7. alata y su efectividad para la funcion sexual femenina

Se observaron visitantes florales de solo dos especies de abejas nativas: Eulaema polychrona 'y Trigona
amalthea (Fig. 11). Los dos visitantes tienen efectos diferentes sobre la planta. Las flores visitadas por
T. amalthea presentaron dafio parcial o total del estigma y cortes en la base o mitad de la corola por donde
accedian a las anteras (Fig. 11). En contraste, no se observaron dafos en las flores posteriores a las visitas

de E. polychrona, cuyos individuos siempre accedieron a la flor a través de la apertura natural de la flor.

Figura 11. Visitantes florales de T alata. A. Eulaema polychrona. B. Trigona amalthea.
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Figura 12. Robo de polen por parte de la abeja Trigona amalthea a Thunbergia alata.

Durante los 24 dias de muestreo (marzo - julio 2019) se registraron 129 individuos de 7. amalthea (n=
42)y 87 de E. polychroma (n = 87). La actividad de los polinizadores inicia a las 9 am. Los polinizadores
tienen mayor actividad entre las 10:00 am y las 2:00 pm (Fig. 13A). La actividad de los polinizadores en
los 12 parches es muy heterogénea espacial y temporalmente. No todos los parches reciben visitas de
polinizadores y aquellos que si son visitados tienen mucha variacion de un dia a otro (Fig. 13B). El

nimero de visitantes también es erratico en el tiempo con mucha variacidon causada por un alto niumero

de ceros.
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Figura 13. Actividad de polinizadores. A. Promedio de individuos polinizadores que visitan los parches de T.
alata por hora. B. Promedio de individuos polinizadores por parche.

No se encontrd relacion entre el didmetro del parche y el numero de visitas a los parches de 7 alata (R?
=0.0018, P = 0.89). Suponiendo que el despliegue floral del parche es proporcional a su tamafio, estos

resultados indican que las visitas no dependen del despliegue floral del parche (Fig. 14)
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Figura 14. Relacion entre el tamafio del parche y nimero de individuos resultante a las visitas a 7. alata.

Tabla 1. Comparacion del efecto de las visitas de las abejas Eulaema polychroma y Trigona amalthea sobre el
éxito reproductivo de la planta T. alata. Se ofrecen los resultados de la prueba T, donde ¢ es el estadigrafo de la

prueba, Df son los grados de libertad, y P es el nivel de significacion.

Variables de respuesta t Df P
Deposicion de polen 1.03 63 0.31
Desarrollo tubos 0.19 63 0.92
polinicos
Producciodn de frutos 0.40 63 0.55
Produccion de semillas 0.40 63 0.76

Sin embargo, E. polychroma en promedio deposita mayor numero de granos que 7. amalthea (Fig. 15 A).
A pesar de esta diferencia, el nimero de tubos polinicos que se desarrollan no supera los dos tubos
polinicos, lo cual es insuficiente para fecundar los cuatro 6vulos (Fig. 15B), la produccion de frutos no

supera el 40% (Fig. 15C) y por ultimo, no se produce mas de una semilla por fruto (Fig. 15D).
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Figura 15. Impacto relativo de dos polinizadores de la planta 7. alata en la reproduccién sexual medida como
dispersion, medianas y cuartiles para cuatro variables: A. Nimero de granos de polen depositados, B. Nimero de
tubos polinicos, C. Produccién de frutos “fruit set”, D. Numero de semillas.

4.4 Produccion de frutos y viabilidad de semillas

Tanto los frutos producidos por los diferentes tratamientos, como los frutos producidos por los visitantes
florales, mostraron porcentajes significativos de aborto. En los tratamientos se encontrd que se alcanzan
porcentajes de aborto de hasta el 50% y que la produccion de frutos con desarrollo completo no supera
el 33% (Fig. 16A). La produccion de frutos resultante de la visita de los polinizadores es baja; las flores
visitadas por E. polychroma producen un 36% de fruto, mientras que la produccion de frutos de T.
amalthea es del 27% (Fig. 16A). Por otra parte, se encontrd que la germinacion de los frutos recogidos

de forma aleatoria fue del 30%.
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Figura 16. Variacion del éxito en la produccion de frutos en funcion del tipo de tratamiento y visitantes florares.
A. (A =Autopolinizacion, G = Geitonogamia, AB = Polinizacion abierta, XL= Xenogamia (1487m), XC=
Xenogamia (250 m). B. Eulaema polychroma, Trigona amalthea.

6. DISCUSION

La poblaciéon estudiada de Ojo de poeta (Thunbergia alata) presentd un sistema reproductivo con
hercogamia, dicogamia, autocompatibilidad parcial (0.84), con capacidad de producir frutos y semillas
por autopolinizacidén, geitonogamia y xenogamia. No hubo produccion de frutos por polinizacion
espontanea, lo cual indica que la produccion de frutos y semillas de 7. alata depende de la presencia de
polinizadores. La polinizacion abierta y la actividad de los polinizadores es erratica y de baja intensidad,
lo que sugiere que 7. alata atin no ha establecido relaciones mutualistas significativas con la entomofauna

local y por lo tanto su principal estrategia reproductiva es la reproduccion vegetativa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, 7. alata presenta un sistema reproductivo similar a otras plantas
invasoras herbaceas, que a pesar de experimentar limitacion de polinizadores el éxito de la invasion no
es afectada (Petanidou, 2012, Baker, 1974, Barret et al 2008). En plantas angiospermas existe una amplia
variedad en los sistemas reproductivos, ya que ciertas plantas incluyen de forma simultanea la
reproduccion asexual como sexual (Vallejo-Marin et al. 2010), asi como 7. alata, que cuenta una
floracion constante y abundante durante todo el afio e invierte en la reproduccion vegetativa (crecimiento
clonal) (Meyer y Lavergne, 2004; Cardenas-Lopez et al. 2017). Utilizar ambos sistemas de reproduccion

puede ser una ventaja para la planta, pues el crecimiento vegetativo le da mayor capacidad de
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colonizacion sin depender exclusivamente de la reproduccion sexual y su vez mejora la captacion de luz
y nutrientes en ambientes irregulares (Barrett 2015, Gianoli, 2015, Vallejo-Marin et al. 2010), mientras
que la reproduccion sexual contribuye a mantener la diversidad genética y aumentar el potencial de

dispersion y colonizacion de sitios distantes (Albert et al. 2015, Roiloa, 2019).

Poseer tanto reproduccion vegetativa como sexual puede traer ventajas para la planta, pero a su vez puede
resultar en un efecto antagdnico, pues presentar un crecimiento clonal da como resultado a individuos
que sean genéticamente idénticos con capacidad de crecer y de reproducirse independientemente
(Vallejo-Marin et al 2010). Por lo cual, la transferencia de polen cruzado puede llegar a ser limitado y asi
reducir el nimero de parches genéticamente diferentes para el entrecruzamiento (Barret 2015). En el caso
de plantas con reproduccion vegetativa y con grandes exhibiciones florales, hay un aumento en la captura
de polen de flores del mismo clon (geitonogamia), lo que da como resultado que la produccion de semillas

se vea reducida en cuanto a la cantidad y/o calidad (Vallejo-Marin et al 2010).

El éxito en la reproduccion sexual reconocido por la cantidad y calidad de descendencia (Murcia, 2002)
indica que la calidad de la polinizacion en la poblacion estudiada es insuficiente para la reproduccion
sexual, pues la produccion de frutos es baja y asi mismo hay un porcentaje significativo de aborto de los
frutos. Por otra parte, la produccion de frutos en polinizacion abierta sugiere que la relacion con los
polinizadores del area no es eficiente y que la cantidad y calidad de polen que transfieren por visita es
bajo relativo al nimero de 6vulos en la flor, lo que indica que hay limitacion de granos de polen (Ashman
et al. 2004). Sin embargo, la produccion de frutos es baja atin en las polinizaciones manuales en las cuales
no parece haber una limitacion de granos de polen para fecundar todos los 6vulos, lo que sugiere que, o
bien la variacion genética de los individuos estudiados es baja o es una consecuencia de un mecanismo

de autoincompatibilidad tardia a nivel del ovario (Seavey y Bawa 1986).

La hipdtesis de aborto selectivo menciona que las plantas con presencia excesiva de flores abortan
selectivamente aquellos frutos cuya calidad genética no sea buena (Guitian, 1993). Es posible que en T.
alata exista un proceso de aborto selectivo, teniendo en cuenta el alto porcentaje de aborto para los
diferentes tratamientos y la posibilidad de que la calidad genética de los granos de polen no es apropiada
por exceso de similitud genética entre el donante y el receptor del polen. Los valores en polinizacion y

produccion de frutos de los cruces entre plantas muy distantes y en plantas auto polinizadas sugieren que
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una distancia de 1487 m atin no es suficiente para garantizar un distanciamiento genético suficiente que

supere la barrera de autoincompatibilidad.

El éxito reproductivo no solo depende de la transferencia de polen por parte de los polinizadores, sino
también del nimero de individuos genéticamente diferentes de la poblacion (Ashman et al. 2004). En
especies invasoras, un solo individuo puede iniciar una invasion gracias a mecanismos de seguridad
reproductiva, en el cual la planta puede producir semillas por medio de autofecundacién autébnoma o por
medio de la reproduccion clonal y dar con una colonizacion exitosa por parte de la especie (Mullarkey
et al. 2013, Barret et al. 2008, Harmon-Threatt et al. 2009, Vallejo-Marin et al. 2010). Aunque no hay
registros de fechas de introduccion ni del nimero de individuos fundadores de 7. alata en La Teresita, es
posible que la poblacidn inicial fuera resultado de una sola introduccion de pocos individuos, lo cual
resultaria en una menor diversidad genética entre los parches de plantas. En poblaciones pequeiias, la
produccion y viabilidad de semillas es baja a causa de depresion por endogamia (Sakai, 2001), lo que
sugiere que el grado de distanciamiento genético entre los parches seleccionados de 7. alata es bajo y

que la poblacidn es genéticamente homogénea.

El ojo de poeta (T. alata) tiene un sistema reproductivo similar a la planta invasora de Estados Unidos
Kudzu (Pueraria montana), que tiene como principal estrategia de invasion la reproduccion vegetativa
y se caracteriza por formar parches homogéneos dentro de las regiones invadidas (Bentley y Mauricio,
2016). Se ha reportado que las poblaciones de Kudzu dependen de la actividad de polinizadores para la
produccion de frutos y semillas (Liu et al. 2006) y que ciertas poblaciones se encuentran limitadas por la
actividad de polinizadores (Forseth y Innis, 2004) pues la produccion maxima de semillas (seed set) no
supera el 1.8%, aunque en las polinizaciones manuales el porcentaje de producciéon maxima aumenta al
14%, pero con una tasa baja de germinacion (10-20%) (Bentley y Mauricio, 2016, Forseth y Innis, 2004).
Otro caso similar, es el del buchdn de agua (Eichhornia crassipes), una planta acuatica con una estrategia
de invasion similar a la 7. alata, es decir, con reproduccion tanto vegetativa como sexual (Buchanan,
2015, Zhang, 2010). La principal estrategia de reproduccion del buchén es clonal. Se ha reportado que
dentro de las areas invadidas presenta uniformidad genética, lo cual puede ser el resultado de cuellos de
botella y de limitacion en la reproduccion sexual, por otro lado, la reproduccion sexual puede variar entre
poblaciones. Asimismo, la germinacion de semillas de esta especie depende de caracteristicas

particulares que muchas veces no se cumplen en las zonas de colonizacion (Zhang 2010).
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La produccion de frutos y semillas en plantas invasoras puede variar entre poblaciones pues la limitacion
de polen depende también del contexto espacial (Bartomeus y Vila, 2009, Ashman et al. 2004). En el
caso de la planta invasora Cytisus scoparius, nativa de Europa y que invade el oeste de América del
Norte, la cantidad de polen recibido en el estigma varia entre diferentes localidades de invasion. Por
ejemplo, en poblaciones de California se ha reportado una actividad de visitas del 54-84%, mientras que
en poblaciones de Washington las visitan variaban entre el 3-29% (Parker y Haubensak, 2002, Bartomeus
y Vila, 2009). En cuanto a la poblacion estudiada de 7. alata, se encontrd que tan solo dos especies de
polinizadores (T. amalthea y E. polychroma) visitan la planta. En contraste, en una poblacion de 7. alata
del Oriente Antioquefio se encontré una mayor diversidad de especies potencialmente polinizadoras
(Bombus atratus, Apis mellifera, Augocholra sp., Paratrigona sp.) (Quijano-Abril et al. 2019), quizas en
relacion con las caracteristicas especificas del paisaje, clima o disponibilidad local de otros recursos

florales.

La eficiencia de la polinizacion, definida como la capacidad que tiene un polinizador para fecundar flores
(Murcia, 2002), indica que los visitantes florales que atrae 7. alata no son efectivos, pues se encontro
una produccion de frutos resultante de las visitas (36%). T. amalthea, no es un visitante efectivo ya que
es ladrona de polen y de néctar, mas que polinizadora (Gutiérrez-Chacon et. al 2018). El comportamiento
y abundancia de los polinizadores influye en el éxito reproductivo de las plantas con crecimiento clonal,
ya que los polinizadores con forrajeo de vuelos cortos pueden aumentar las tasas de geitonogamia dentro
de un mismo parche, mientras que los polinizadores con capacidad de forrajeo a largas distancias pueden

realizar una transferencia de polen que promueva la diversidad genética (Bittebiere et al. 2020).

Las plantas invasoras que se caracterizan por tener sistemas reproductivos mixtos (reproduccion sexual
y vegetativa), tienen diferentes estrategias de colonizacion de nuevos hdbitats, por una parte la
reproduccion vegetativa tiene mayor tasas de crecimiento y cobertura y capacidad de colonizar nuevos
habitats cercanos, los cuales pueden ser potencializados por el uso antropogénico (ornamental) o por
transporte accidental, mientras que la reproduccion sexual permite a la planta colonizar territorios lejanos
(Albert et al. 2015, Roiloa, 2019, Dong et al. 2006). Los bancos de semillas son importantes reservorios
de semillas en el suelo que pueden ser persistentes a corto y lejano plazo (Gioria y Pysek, 2015). Con los

resultados obtenidos, se indica que la poblacion estudiada, 7. alata contribuye parcialmente al banco de
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semillas, pues se encontrd un porcentaje de germinacion del 30% y un éxito en la reproduccion sexual
relativamente bajo, en comparacion a la poblacion del Oriente Antioquefio, donde se encontréd un mayor
porcentaje de germinacion de semillas 70- 100% (Quijano-Abril et al. 2019), que indica que
posiblemente la transferencia de polen por parte de los visitantes sea de mejor calidad y cantidad. Por
ultimo, la reproduccion sexual dentro de La Teresita, no es la principal presion de invasion o colonizacion
para nuevos territorios. Sin embargo, teniendo en cuenta de que 7. alata puede utilizar ambas estrategias
reproductivas es pertinente que, en el momento de disefiar planes de manejo y erradicacion de la especie,

no se desconozca el riesgo de un potencial cambio en la estrategia de reproduccion sexual.

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La poblacion de Thunberga alata de La Teresita presentd un sistema reproductivo con
autocompatibilidad parcial (0.84), con capacidad de producir frutos y semillas por medio de
autopolinizacion manual, geitonogamia y xenogamia y la produccion de frutos y semillas dependen de

la actividad de polinizadores.

La polinizacion abierta y la actividad de los polinizadores es de baja intensidad, lo que sugiere que no se
han establecido relaciones mutualistas significativas con la entomofauna de la poblacion. No obstante,
las relaciones mutualistas pueden variar entre poblaciones de Thunbergia alata, 1o cual puede depender
quizas de las caracteristicas especificas del paisaje, clima y/o disponibilidad local de otros recursos

florales.

Se sugiere que hay distanciamiento genético bajo entre los parches seleccionados dentro de la poblacion
estudiada, pues segun los resultados obtenidos una distancia de 1487 m aln no es suficiente para

garantizar un distanciamiento genético que supere la barrera de autoincompatibilidad.

La investigacion muestra que la reproduccion sexual contribuye parcialmente al banco de semillas de la
poblacion de T alata de La Teresita, en el Valle del Cauca, sin embargo, la reproduccion vegetativa es la
principal estrategia de invasion, por lo cual es necesario crear planes de control y manejo que estén
enfocados en controlar y mitigar el crecimiento vegetativo e incluir esfuerzos de monitoreo para evitar

el rebrote de la planta.
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Es importante continuar el monitoreo del componente reproductivo sexual de 7. alata dentro las
poblaciones invadidas, para evaluar cambios temporales, espaciales y de comportamiento sexual que

puedan presentarse dentro de poblaciones y entre poblaciones de esta especie en el futuro.

El principal uso de 7. alata es ornamental gracias a sus vistosas y coloridas flores, por lo cual es una
planta muy apetecida para la decoracion de jardines y cercas. Es necesario disefar jornadas y estrategias
educativas con el fin de informar y sensibilizar a las comunidades humanas donde hay proliferacion de
la especie, sobre la problematica de la especie y los mecanismos de erradicacion y control con el fin de

evitar su propagacion.

Se recomienda evaluar diferentes aspectos de la biologia invasiva de la planta, que incluyan el potencial
de invasion vegetativa, dinamicas ecoldgicas de la especie dentro de los ecosistemas invadidos (p.ej.
herbivoria y cambios en la estructura del suelo). Por ultimo, es pertinente evaluar la diversidad genética
entre poblaciones de 7. alata, lo cual podria esclarecer la historia evolutiva de la planta dentro de su

proceso de invasion.
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