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1 RESUMEN

La polinizacibn entomdfila es una compleja interaccion mutualista entre
insectos y plantas. Un grupo fascinante de estudio son las palmas ya que presentan
diversidad de mecanismos de polinizacion. Entre ellas encontramos a Phytelephas
aequatorialis que es una palma dioica, sexualmente dimérfica y endémica del
Ecuador. En varias especies dioicas se ha propuesto el mimetismo intersexual
como estrategia reproductiva debido a la falta de recompensa por parte de las flores
femeninas. Para comprobar este modelo, en la Reserva Privada Otongachi
caracterizamos la comunidad de insectos que visitan a las inflorescencias
masculinas y femeninas de P. aequatorialis durante la apertura floral (antesis). En
el mismo periodo, colectamos aromas florales y registramos la emisién de calor
(termogénesis) en inflorescencias de ambos sexos. Finalmente, realizamos un
experimento en campo para evaluar la dindmica de interaccion entre el calor y el
olor y su rol en la atraccion de insectos. La entomofauna que visita las
inflorescencias masculinas y femeninas es similar, lo que asegura el transporte
eficiente de polen. Las inflorescencias de ambos sexos liberan p-metil anisol como
componente principal del olor floral. La produccion de calor desde los estambres de
las infloresencias masculinas presenté una media de 9,023°C y en caso de los
ovarios de las inflorescencias femeninas alcanz6 un promedio de 8,594°C por sobre
el ambiente durante la apertura floral. La termogénesis en las flores masculinas
disminuy6 después de la antesis pero en las flores femeninas se mantuvo por mas
tiempo. En este estudio se propone que Phytelephas aequatorialis sigue un modelo
de mimetismo intersexual para la atracciéon de comunidades similares de insectos
por medio de la liberacion de aromas florales volatilizados por termogénesis por
parte de las infloresencias masculinas y femeninas. Estudios sobre la ecologia de
polinizacion y la biologia floral son fundamentales para la conservacion, el
mantenimiento de la diversidad genética y el manejo sostenible de recursos

forestales como P. aequatorialis.

Palabras clave: Aroma floral, mimetismo, Phytelephas, polinizacion, termogénesis.



2 ABSTRACT

Entomophilous pollination is a complex mutualistic interaction between insects
and plants. Palms are a fascinating group to study because they present a diversity
of pollination mechanisms. Among them we find Phytelephas aequatorialis, which
is a dioecious, sexually dimorphic palm endemic to Ecuador. In several dioecious
species, intersexual mimicry has been proposed as a reproductive strategy due to
the lack of reward from female flowers. To test this model, we characterized the
insect community visiting male and female inflorescences of P. aequatorialis during
flower opening (anthesis) in the Otongachi Private Reserve. During the same
period, we collected floral scents and recorded heat emission (thermogenesis) in
inflorescences of both sexes. Finally, we conducted a field experiment to evaluate
the dynamics of interaction between heat and odor and their role in insect attraction.
The entomofauna visiting male and female inflorescences are similar, ensuring
efficient pollen transport. The inflorescences of both sexes release p-methyl anisole
as the main component of floral odor. Heat production from the stamens of male
inflorescences averaged 9,023°C and in the case of the ovaries of female
inflorescences it averaged 8,594°C above ambient during flower opening.
Thermogenesis in male flowers decreased after anthesis but was maintained longer
in female flowers. In this study, it is proposed that Phytelephas aequatorialis follows
an intersexual mimicry model for attracting similar insect communities through the
release of volatilized floral scents by thermogenesis from male and female
inflorescences. Studies on pollination ecology and floral biology are fundamental for
the conservation, maintenance of genetic diversity and sustainable management of

forest resources such as P. aequatorialis.

Keyword: Floral scent, mimicry, Phytelephas, pollination, thermogenesis.



3 INTRODUCCION

Las plantas son organismos inmdviles y su incapacidad de moverse genera
una presion para la transferencia de polen de la flor masculina hasta la flor femenina
(Ollerton, 2017). Una potencial estrategia es la autopolinizacién, sin embargo, ésta
genera una pérdida de la diversidad genética que favorece el incremento de la
endogamia (Ollerton, 2017). Otra alternativa es emplear vectores, como agua,
viento o animales, para el transporte de gametos (Ollerton, 2017). Vertebrados e
invertebrados actian como portadores de polen para algunas gimnospermas y para
el 87,5% de las angiospermas (Ollerton, 2017; Crespo-Pérez, Kazakou, Roubik y
Cardenas, 2020). Los polinizadores proporcionan un servicio ecoldgico y son
responsables de varias innovaciones evolutivas que impulsaron la diversificacion
de las plantas (Ollerton, 2017). Incluso, la coevolucion entre flores y polinizadores
ha sido ampliamente documentada (Nordstrom et al., 2017). Hasta la actualidad,
se estiman 352.000 especies de plantas con flores y 350.000 de polinizadores (1

de cada 10 animales en la tierra; Osterman et al., 2021).

Para comprender las interacciones entre insectos y plantas, a lo largo de su
historia evolutiva, es importante el estudio de los patrones de fenologia floral y de
las comunidades de visitantes florales (Lara, Diez, Restrepo, Nufiez y Moreno,
2017). Asimismo, los estudios de polinizacion son indispensables para comprender
las redes ecoldgicas y al hablar sobre diversidad biolégica, es ampliamente
conocido que presenta un gradiente latitudinal (Mittelbach et al., 2007). De hecho,
la mayor diversidad de polinizadores y plantas con flor, reposa sobre los trépicos y
se relaciona directamente con una mayor especializacion de interacciones
biolégicas (Ollerton, 2017).

Por su parte, los insectos tropicales (72% de los insectos de la Tierra)
intervienen en la regulacion de la estructura y diversidad de los ecosistemas,
diversidad de plantas, productividad fotosintética, fertilidad del suelo y calidad del
agua (Crespo-Pérez et al., 2020). Sin embargo, los estudios sobre polinizacion por
insectos en los tropicos representan Unicamente el 23% de la literatura cientifica
publicada sobre los servicios ecosistémicos de los insectos en el periodo desde
2017 hasta el 2020 (Crespo-Pérez et al., 2020).



Con respecto a las plantas, la familia botanica de las palmeras (Arecaceae)
presenta alrededor de 2600 especies que habitan en regiones tropicales y
subtropicales (Dransfield et al., 2008). Las arecaceas exhiben diversos patrones de
floracion (desde asincronica hasta la sincronica estricta) y visitantes florales
(principalmente coledpteros, abejas y moscas), la interaccién de ambos incrementa
el éxito reproductivo (Lara et al., 2017). Igualmente presentan varios sistemas
reproductivos que permiten definir la disposicion de los sexos a diferentes niveles
espaciales: en la flor (hermafroditismo o unisexual), en la inflorescencia
(unisexuales o hermafroditas) o a nivel del individuo (monoico o dioico) (Nadot,
Alapetite, Baker, Tregear y Barfod, 2016). La dioecia (i.e., individuos distintos
producen inflorescencias masculinas y femeninas), en la cual se elimina cualquier
posibilidad de autofecundacion, ha surgido en varios linajes a lo largo de la
evolucion de las palmeras (Nadot et al., 2016). El 30% de las especies extantes de
palmas son dioicas, particularmente en las subfamilias Calamoideae vy
Ceroxyloideae (Nadot et al., 2016). Dentro de la subfamilia Ceroxyloideae,
destacan las palmas de marfil pertenecientes a la tribu Phytelepheae, con ocho
especies sudamericanas agrupadas en tres géneros (Ammandra, Aphandra y
Phytelephas) nativos de las regiones tropicales del noroeste de sudamérica

(Escobar, Helmstetter, Montufar, Couvreur y Balslev, 2020a).

Phytelephas aequatorialis es una palma dioica y es altamente dimorfica en
el tamafo, forma y atributos fenolégicos y temporales de los dos tipos de
inflorescencias (Montufar, Brokamp y Jacome, 2013). La inflorescencia masculina
es una espiga péndula de forma cilindrica formada por cientos a miles de flores
pequefias unidas a un raquis floral, que puede medir mas de dos metros de largo y
20 centimetros de diametro (Montufar et al., 2013). Estas inflorescencias crecen
cerca de 20 centimetros por dia y son receptivas (liberacion de polen) por una
noche (Pincebourde, Montufar, P4ez y Dangles, 2016). Mientras que, la longitud de
la inflorescencia femenina no supera los 70 centimetros y esta formada por largos
estilos (20-30 centimetros), largos estigmas divididos (quince centimetros) y
tépalos muy conspicuos (Montufar et al., 2013). Su crecimiento es de
aproximadamente cinco centimetros por dia y su receptividad (captacion de polen)

perdura por un tiempo mas prolongado (varios dias; Pincebourde et al., 2016).



Estudios previos han postulado el mimetismo intersexual como estrategia
reproductiva en el género Phytelephas (Ervik, Tollsten y Knudsen, 1999). La
hip6tesis de mimetismo intersexual propone que las inflorescencias masculina y
femenina son seleccionadas para ser lo suficientemente parecidas y garantizar la
transferencia de polinizadores (Ashman, 2009). Esta semejanza es particularmente
fuerte cuando una de las inflorescencias, sobre todo la femenina, no ofrece ningun
tipo de recompensa (engafiosa) o cuando ofrece muy poca recompensa (mimética;
Ashman, 2009). De esta hipotesis deriva la inferencia de que los polinizadores
deben identificar sefales similares para detectar retribuciones y/o deben ser
atraidos por recompensas parecidas (Ashman, 2009). Por lo tanto, el dimorfismo
sexual deberia disminuir (en caso de engafio) o ser intermedio (en caso de
mimetismo; Ashman, 2009). Asimismo, se predice que cuando ambos sexos llegan
a la antesis (apertura floral) en tiempos sobrelapados y sincronizados, la seleccion

para la semejanza entre ambas inflorescencias aumentara (Ashman, 2009).

Las flores pueden emplear sindromes como colores (reflexion de longitudes
de onda) y aromas (composicién y proporcibn de compuestos volatiles), que
pueden interactuar entre si de forma multimodal, junto con otras estrategias de
atraccion a polinizadores que incluyen forma, tamafo, patrones, gradientes de COz,
temperatura y humedad (Nordstrém et al., 2017; Arnold et al., 2019). Usualmente
estas sefales estan asociadas con algun tipo de recompensa (Arnold et al., 2019).
Por esta razon, los polinizadores evolucionan caracteristicas fisiologicas,
anatdémicas, ecoldgicas y conductuales para reconocer y seleccionar las firmas o
sefales florales (Nordstrom et al., 2017). Inclusive, algunos visitantes florales
pueden utilizar distintas partes de la planta dependiendo del estadio de desarrollo

en el que se encuentren (Arnold et al., 2019).

Entre las caracteristicas que nos permiten evaluar si Phytelephas
aequatorialis se ajusta a la hipétesis de mimetismo intersexual, se encuentran: (i)
la liberacién de quimicos volatiles de la inflorescencia y (ii) la produccion de calor
de la inflorescencia (termogénesis). No obstante, son escasos los estudios de
polinizacion en zonas tropicales que incluyen el analisis de compuestos volatiles y

la termogénesis (Hoe, Gibernau y Wong, 2018).



Los compuestos quimicos volatiles florales participan en la interaccién entre
plantas y polinizadores a modo de mediadores (Ashman, 2009). De hecho, estos
volatiles son fundamentales en la atraccion, guia, blusqueda de recompensa y
permanencia temporal de los polinizadores que a su vez transferirdn el polen
(Knudsen, Tollsten y Ervik, 2001; Hoe et al., 2018; Maia et al., 2021). Los
compuestos organicos volatiles (VOCs) son los componentes centrales en el olor
floral de varias especies entomdfilas de Magnoliaceae, Annonaceae, Arecaceae y
Araceae (Maia, Santos, Goncalves, Navarro y Nufiez-Avellaneda, 2018). Los VOCs
pueden establecer interacciones selectivas con un tipo especifico de polinizador
(Carreiio-Barrera, Maia, Colombo y Nufiez-Avellaneda, 2021). De hecho, el periodo
de mayor visitacion de insectos se asocia con la maxima emision de olor (Dufay y
Anstett, 2004; Khorsand Rosa y Koptur, 2009).

La termogénesis se ha registrado en distintos linajes vegetales como
Zamiaceae (Suinyuy, Donaldson y Johnson, 2010) y Cycadaceae (Roemer, Terry y
Marler, 2013), en las angiospermas basales llliciaceae (Thien, Azuma y Kawano,
2000), Nymphaeaceae (Seymour y Matthews, 2006; Consiglio y Bourne, 2001;
Lamprecht, Schmolz, Blanco y Romero, 2002), Aristolochiaceae (Ervik y Barfod,
1999), Magnoliaceae (Azuma, Thien y Kawano, 1999; Lamprecht et al.,, 2002;
Gottsberger, Silberbauer-Gottsberger, Seymour y Détterl, 2012) y Annonaceae
(Jurgens, Webber y Gottsberger, 2000; Costa, Silva, Paulino-Neto y Pereira, 2017),
en las monocotiledéneas Cyclanthaceae (Consiglio y Bourne, 2001; Franz, 2007),
Arecaceae (Barfod, Hagen y Borchsenius, 2011) y Araceae (Consiglio y Bourne,
2001; Lamprecht et al., 2002; Hoe et al., 2018), y Nelumbonaceae (Consiglio y
Bourne, 2001) y Rafflesiaceae (en la parasita Rhizanthes lowii; Lamprecht et al.,
2002) como unicas eudicotiledéneas (Bay, 1995; Seymour y Schultze-Motel, 1997;
Ervik y Barfod, 1999; Thien et al., 2000; Barfod et al., 2011). Ademas, se ha
propuesto que la cantarofilia coevolucioné con latermogénesis floral, el aroma floral

y la protoginia (Azuma et al., 1999; Thien et al., 2000).

Dentro de las palmas, se ha reportado termogénesis en al menos 46
especies (Ervik y Barfod, 1999). La produccioén de calor se encuentra sobre todo en

las tribus Phytelepheae y Cocoseae (Barfod et al., 2011). De hecho, la ocurrencia



de termogénesis en la mayoria de sufamilias de Arecaceae ha surgido por
evolucién independiente o convergente (Knudsen et al., 2001). Phytelepheae es la
excepcion ya que todas las palmas de esta tribu son termogénicas y de polinizacion
cantardfila (Ervik et al., 1999). Asimismo, la produccién de calor se ha informado en
palmas econdmicamente importantes como Acrocomia aculeata (Maia et al., 2019)

y Elaeis guineensis (Yousefi, Rafie, Abd Aziz y Azrad, 2020).

Pregunta de investigacion: El éxito de polinizacion estd determinado por
la transferencia de polen de un sexo a otro y la polinizacion en Phytelephas
aequatorialis ocurre por medio de insectos (vectores) que se mueven entre
inflorescencias masculinas y femeninas en individuos separados, a causa de su
naturaleza dioica. Por estas razones, inferimos que tanto las inflorescencias
femeninas como masculinas de P. aequatorialis emiten las mismas sefales de

atraccion (mimetismo floral) para asegurar la polinizacién por vectores animales.

Hipotesis: Phytelephas aequatorialis sigue un modelo de mimetismo
intersexual para la atraccion de comunidades similares de insectos por medio de la
liberacion de aromas florales volatilizados por termogénesis por parte de las

infloresencias masculinas y femeninas, para asegurar el éxito de polinizacion.

Justificacién: La polinizacidn constituye un estratégico proceso ecoldgico
gue garantiza el flujo génico para las plantas silvestres y cultivadas (Ollerton, 2017).
Como vectores de la polinizacion, los insectos facilitan el flujo genético de mas del
85% de plantas silvestres y 87 de los 107 cultivos mas importantes del mundo
(Aizen et al., 2019; Osterman et al., 2021). Este servicio de polinizacién aporta con
c.a. 577.000 millones de ddlares a la economia mundial, destinados a la produccion
de alimentos y la seguridad alimentaria (Betts, Hadley y Kormann, 2019). Sin
embargo, la Evaluacion de los Ecosistemas del Milenio registré la degradacion y el
uso excesivo no sostenible, de este y otros servicios ecosistémicos a nivel mundial,
mayor al 60% (Mace, Norris y Fitter, 2012).

En los ultimos afos, el area para los cultivos dependientes de polinizadores
aumento en un 137%, es decir, 33% de la cobertura agricola total (Osterman et al.,

2021). Desafortunadamente, este incremento del area agricola se ha inclinado



hacia el monocultivo, lo cual ocasiona la pérdida y fragmentacién del habitat y por
consiguiente, una disminucion de la biodiversidad y las interacciones biolégicas
afectando principalmente a los polinizadores nativos (Aizen et al., 2019; Betts et al.,
2019). A estas amenazas se le suman el uso de pesticidas, especies invasoras,
emision de contaminantes, enfermedades, cambio medioambiental, modificacion
del uso de la tierra y defaunacién (Nordstrom et al., 2017; Crespo-Pérez et al.,
2020). Estas son algunas de las razones por las cuales mas del 40% del amplio
repertorio de polinizadores silvestres y manejados estan sufriendo una disminucion
en términos de diversidad, biomasa y abundancia (Nordstrom et al., 2017;
Osterman et al., 2021). La continua expansion de la frontera agricola implica
concomitantemente el uso de agroquimicos que afectan directamente a la

sobrevivencia de los insectos, entre ellos los polinizadores.

En las regiones tropicales y subtropicales la agricultura se ha expandido de
manera acelerada desde 1985, afectando las areas forestales nativas (Foley et al.,
2011). Esto es particularmente alarmante debido a que se estima una deforestacion
entre 5 a 10 millones de hectareas de bosque tropical por afio destinadas para la
agricultura (Foley et al.,, 2011). La cobertura forestal del Ecuador ha sufrido
drasticas reducciones desde inicios del siglo XX. Particularmente, desde el 2001
hasta el 2008, el area forestal disminuyé hasta el 36,8% con una la tasa de
deforestacion anual de -1,9% (Gonzélez-Jaramillo et al., 2016). Esta reduccion
afecta particularmente las zonas bajas de la region costa como producto del
aumento creciente de la presién demogréfica (Gonzalez-Jaramillo et al., 2016). La
continua destruccion de los ultimos remanentes de bosque en el litoral acelera la
pérdida de polinizadores y consecuentemente, la reduccién de la resiliencia del
ecosistema costero (Escobar, Couvreur, Montufar y Balslev, 2019). Este paisaje
altamente deforestado y degradado es el hogar de una palma endémica y

emblematica localmente conocida como tagua, Phytelephas aequatorialis.

La palma Phytelephas aequatorialis es una especie endémica del occidente
del Ecuador y crece en los ultimos remanentes forestales del litoral y en los
pastizales ampliamente extendidos en la regidon o en sistemas agroforestales
(Montufar et al., 2013). La especie esté presente desde los 0 msnm hasta los 1500

msnm, incluyendo los bosques humedos y muy humedos, bosques semideciduos,



bosques de neblina, bosques pre-montanos y montanos del litoral y las
estribaciones occidentales (Montufar et al.,, 2013). Adicionalmente, esta regién
alberga dos linajes genéticos de P. aequatorialis (Costa Central y Costa Sur)

generados a partir de la ultima glaciacién del Pleistoceno (Escobar et al., 2021).

La deforestacion en el litoral de Ecuador no solo afectaria la disponibilidad
de polinizadores, sino también de dispersores. Escobar, Razafindratsima, Montufar
y Balslev (2020b) reportaron que la disminucion de cobertura forestal dentro de un
sistema agroforestal provocé una pérdida de riqueza de dispersores de semillas, lo
gue tedricamente generaria una disminucion de la diversidad genética y del
reclutamiento de individuos (Escobar et al., 2020b). La continua deforestacion
favorece la degradacion de procesos ecoldgicos, como la polinizacion y la
dispersion de semillas, claves en la generacion de diversidad genética en las

poblaciones bioldgicas.

Por estas razones, se propone que la investigacion de la polinizacion es
fundamental para la conservacion de las poblaciones de P. aequatorialis y es
esencial si queremos asegurar tanto la diversidad genética como fenotipica
(Escobar et al.,, 2019). Por consiguiente, la comprension de la biologia de P.
aequatorialis y la restauracion de sus interacciones con animales, pueden contribuir

a la conservacion de este recurso forestal (Escobar et al., 2020b).

Las semillas de P. aequatorialis son un importante recurso forestal no
maderable (PFNM). El endospermo duro y blanco (tagua o marfil vegetal) ha sido
tradicionalmente utilizado desde el siglo XIX como materia prima para la
elaboracion de botones, artesanias, entre otros (Montufar et al., 2013).
Adicionalmente, sus hojas (cade), se emplean de manera local para techar
viviendas (Brokamp et al., 2014). Desde el punto de vista econdmico, en el 2011 la
exportacion de marfil vegetal desde el Ecuador alcanzo valores de 14 millones de
ddlares, ocupando el segundo lugar en la lista de palmas nativas de gran
importancia (Brokamp et al., 2014). Por lo tanto, es necesario conservar este
recurso, tener un manejo sostenible, una justa comercializacion y un buen dominio
de la biologia de esta especie. Es asi como se podran desarrollar procesos de

manejo, adaptacion y domesticacion para potenciar sus proezas naturales
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(Brokamp et al., 2014), permitiéndonos aprovechar este recurso muy rentable

cuyas posibilidades de aplicacién apenas se estan explorando.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la polinizacion en Phytelephas aequatorialis a través de la
caracterizacion de comunidades de visitantes florales y la identificacion de sus
sindromes de polinizacion para entender como estos factores interactian entre si

y determinan el éxito de polinizacion en un modelo dioico altamente dimorfico.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la comunidad de insectos que visitan las inflorescencias
femeninas y masculinas e identificar a los potenciales polinizadores de P.
aequatorialis.

Comparar (i) la composicion de olores florales liberados y (ii) la produccion
de calor (termogénesis) entre inflorescencias femeninas y masculinas de P.
aequatorialis durante la antesis.

Evaluar la dindmica de interaccion entre el calor y el olor producidos, durante
la antesis de P. aequatorialis, para la atraccion de insectos durante sus periodos

de mayor actividad.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 MODELO DE ESTUDIO Y UBICACION

El estudio se realizé en la poblacion silvestre de Phytelephas aequatorialis
ubicada en la Reserva Privada Otongachi (RPO; Pichincha) y en algunos individuos
en el pastizal de La Unién del Toachi (pueblo en el cual esta ubicada la RPO),
desde julio hasta septiembre del 2021. Se muestrearon individuos de P.
aequatorialis, en los alrededores cercanos de las instalaciones de la RPO, que se
encontraban en antesis (periodo de la apertura floral). Cada uno registrado con
coordenadas GPS y con un cddigo asignado. Como unidad experimental se
establecieron las inflorescencias masculinas y femeninas de P. aequatorialis en

antesis.

4.2 COMUNIDADES DE INSECTOS ASOCIADOS A LAS
INFLORESCENCIAS DE P. AEQUATORIALIS

Para describir las comunidades de insectos que interacttan con las
inflorescencias de P. aequatorialis se construyeron trampas de intercepcién con
botellas de plastico de un galén para suspenderlas boca abajo al frente de las
inflorescencias (masculinas y femeninas), en los primeros dias de antesis. La
apertura de la botella desembocé en un frasco que contenia una mezcla de agua
con jabon para evitar la huida de los insectos. Las trampas de intercepcion fueron
ubicadas en dieciséis inflorescencias femeninas (bosque = 7, pastizal = 9), y en
doce inflorescencias masculinas (bosque = 10, pastizal = 2), que se encontraban
en los primeros dias de antesis, todas ellas ubicadas dentro del bosque de la RPO
y en un pastizal aledafio en La Union del Toachi. Posteriormente, se recolectaron

los insectos que cayeron en la trampa y fueron preservados en alcohol al 70%.

También se confirmé el pico de actividad de insectos colocando p-metil
anisol en una de las trampas de intercepcion y registrando el nimero de individuos
de cada morfotipo que caen en la trampa cada hora, a lo largo de un dia. El periodo
con mayor abundancia de individuos de cada morfotipo correspondio al de mayor
actividad y ademas, sirvié de referencia para realizar posteriormente la recoleccion

de olores y registrar los cambios de temperatura.
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Adicionalmente, se emplearon camaras time-lapse para registrar en video el
momento de apertura y extension floral hasta la receptividad tanto de las
inflorescencias masculinas (n = 7) como femeninas (n = 8). En las noches se
implement6é una fuente de luz artificial colocada frente a la inflorescencia para

facilitar la visualizacién continua de la antesis.

4.2.1 TECNICA DE COLECTA DE DATOS

Los frascos con insectos fueron rotulados con la fecha, hora de colocacion
en la trampa y hora de retiro, cédigo y sexo del individuo y si era necesario también
con el codigo de la inflorescencia. Posteriormente, con el estereomicroscopio
OLYMPUS SZ61 (SZ2-ILST) se realiz6 el conteo de la cantidad de insectos
recolectados por frasco junto con la identificacion del morfotipo al que pertenecen
y esta informacion fue tabulada en una hoja de célculo. Para esto, las muestras se
trasladaron a la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede Quito, donde se
tomaron fotografias con la técnica de focus stacking para un mejor reconocimiento
de caracteres de diferenciaciobn. Algunas de estas fotografias fueron

inspeccionadas por expertos taxdnomos que facilitaron la identificacion.

Con respecto a los videos generados por la camara time-lapse, se
registraron las horas de apertura floral inicial y méaxima apertura de cada

inflorescencia grabada.

4.2.2 ANALISIS ESTADISTICOS

Inicialmente, se realiz6 una curva de acumulacion de especies para
garantizar un muestreo representativo de la comunidad de visitantes florales.
Ademas, se calcularon indices de diversidad y abundancia (Shannon, Simpson,
Inverso de Simpson y Evenness) utilizando los programas EstimateS 8.2.0 y
Rstudio 4.1.1. (paquete VEGAN, funcion diversity) y se realizaron gréaficos
empleando Rstudio 4.1.1. (paquete VEGAN, funcién specaccum). A continuacion,
se realizé un analisis multivariado NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) con
el programa Rstudio 4.1.1. (paquete VEGAN, funcion metaMDS) para comprobar

la similitud de comunidades de visitantes florales en las inflorescencias femeninas
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y masculinas. Finalmente, se ejecut6é un analisis SIMPER (Similarity Percentages)
para determinar el valor de contribucion de cada morfotipo en la comunidad de

visitantes aplicando el paquete VEGAN (funcion simper).

4.3 COLECCION DE OLORES

En el primer dia de antesis y en el periodo de mayor actividad de los insectos,
se cubrié totalmente la inflorescencia femenina con un plastico de vidrio que no
libera olores (Nalophan, 50 x 50 cm) y se lo até ligeramente con cuerdas con la
finalidad de poder atrapar a los olores volatiles que emiten las flores. En el caso de
la inflorescencia masculina, se cubrié solamente % de la inflorescencia debido a su
gran longitud. La coleccién de muestras de olores para analisis cromatograficos se
realizaron en siete inflorescencias femeninas (bosque = 2, pastizal = 5) y seis
masculinas (bosque = 5, pastizal = 1). Posteriormente, se realizé una apertura
pequefia en el plastico a través del cual se inserto la punta de una fibra SPME (Solid
Phase Micro Extraction, Supelco, recubiertas con 65um
Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene  [PDMS/DVB] para poder capturar
compuestos volatiles livianos; https://fr.vwr.com/store/product/25298951/spme-
fiber-assemblies-supelco) que fue ajustada con pinzas a la funda. No se utilizé el
inyector de la fibra SPME debido al peso que generaria en la funda. Finalmente, se
expuso la fibra de PDMS/DVB a las periferias adyacentes de la inflorescencia por
un lapso de 15 minutos, procurando que no toque directamente la inflorescencia.
Estas fibras fueron llevadas al Centro de Estudios Aplicados en Quimica (CESAQ)
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede Quito, para su analisis por
cromatografia de gases. El cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 500, que
utiliza una columna de cromatografia con estandares de identificacion disponibles
en el CESAQ, permitio la deteccion de los componentes del olor emitidos por las

flores.

4.3.1 TECNICA DE COLECTA DE DATOS

Las fibras SPME fueron procesadas mediante cromatografia de gases y los
cromatogramas resultantes se analizaron con el programa OpenChrome (Lablicate

GmbH). La ausencia de un mddulo de espectrometria de masa no permitié realizar


https://fr.vwr.com/store/product/25298951/spme-fiber-assemblies-supelco
https://fr.vwr.com/store/product/25298951/spme-fiber-assemblies-supelco
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la identificacion de cada compuesto. Sin embargo, el p-metil anisol fue inyectado
en el cromatografo de gases, y se registrd su tiempo de retencién (~18 minutos)
para compararlo con el tiempo de retencion de los otros compuestos detectados
dentro los perfiles cromatograficos de nuestros olores recolectados. La
comparacion entre olores masculinos y femeninos se centrd, por un lado, en la
diversidad y abundancia relativa de todos los compuestos detectados y por otro, en

la comparacion de la abundancia relativa del p-metil anisol entre los muestreos.

4.3.2 ANALISIS ESTADISTICOS

Durante las cromatografias, los picos representan la deteccidbn de un
compuesto volatil proveniente de la muestra. Se extrajeron los tiempos de retencion
de los diferentes picos y el porcentaje que representa ese pico especifico en el total
de picos detectados. Ambos valores se obtuvieron a partir del algoritmo de

deteccion del programa OpenChrome.

Con el objetivo de identificar diferencias significativas en los olores entre
sexos (masculino y femenino) se realizé un Andlisis de varianza (ANOVA).
Inicialmente, se probaron los supuestos ANOVA (normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilk, varianza igual con la prueba de Bartlett e independencia) utilizando
Rstudio para este ultimo conjunto de datos. Después, se aplicé el ANOVA sobre la
proporcion de p-metil anisol en ambas inflorescencias para comprobar su similitud.
En este caso se utilizé andlisis de datos en Excel y también se empleé el paquete

VEGAN (funcién aov) para lenguaje en R.

4.4 PRODUCCION DE CALOR

Con el objetivo de explorar la interaccion entre el calor y el olor producido
durante la antesis, se colocaron sensores térmicos marca HOBO 4-channel
thermocouples con cuatro sondas. Para identificar las inflorescencias cercanas a la
antesis, se utilizé una camara térmica FLIR Exx (E53) y se tomaron fotografias
térmicas del contraste de temperatura entre las inflorescencias y el ambiente. Los
sensores térmicos se colocaron en cinco inflorescencias femeninas (bosque = 4,

pastizal = 1) y cinco inflorescencias masculinas (bosque = 5). Para las flores
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femeninas las cuatro sondas se ubicaron de la siguiente manera: al aire (cerca de
la flor pero sin contacto directo con la palma ni en exposicion directa al sol),
insercion en la bractea floral, insercion en la base de la flor (hacia ovarios) y dentro
del peciolo de una hoja (proxima a la flor). Para las inflorescencias masculinas las
sondas se ubicaron de igual manera pero la insercion en la base de la flor fue hacia
los estambres. Se registré la temperatura en el primer dia de antesis de cada
inflorescencia y en el periodo de maxima actividad de insectos para comparar la
produccion de calor de inflorescencias masculinas y femeninas en este lapso de
tiempo. Ademas, con el uso de los thermocouples (sensores de temperatura), se
logré identificar el tejido que emite calor y calcular la diferencia de temperatura de
los tejidos florales (bracteas, ovarios y estambres) en comparacion con la

temperatura ambiental y con la temperatura no termogénica del individuo de tagua.

4.4.1 TECNICA DE COLECTA DE DATOS

Después de la antesis se retiraron los thermocouples y los datos fueron
descargados en la aplicacién para ordenador de HOBO. En una hoja de célculo de
Excel se extrajo la informacién térmica dos horas antes de la antesis, en el tiempo
de antesis y dos, cuatro y seis horas después de la antesis. Para cada periodo de
tiempo se calculé la temperatura maxima de los tejidos florales y de su diferencia
de temperatura en relacion a la temperatura del aire. La variacion de la temperatura
del aire y del peciolo (tejido no termogénico) fue muy similar durante el periodo de
antesis, por esta razon solo comparamos la temperatura de cada tejido floral con la

del aire.

4.4.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis descriptivos con andlisis de datos en Excel, para
caracterizar y comparar los cambios de temperatura en los tejidos de
inflorescencias masculinas (bractea y estambres) y femeninas (bractea y ovarios)

al igual que su diferencia con la temperatura del aire.

4.5 ENSAYOS DE INTERACCION
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Esta experimentacion se realiz6 para confirmar si el compuesto volatil
producido por las inflorescencias es el que atrae a los insectos y el que confirma la
hipbtesis de mimetismo intersexual para el modelo de P. aequatorialis. Después,
evaluamos si el calor tiene un impacto en la capacidad de atraccion del p-metil
anisol lo que resultaria en un aumento de la atractividad de un sexo floral si es que
se encuentra una diferencia en la termogénesis al momento de méxima actividad

de insectos.

Utilizamos tres técnicas distintas para recolectar insectos durante su periodo

de mayor actividad (desde las 18:00 hasta las 18:40).

1) Empleamos cuatro termos estandar llenos con agua en diferentes
temperaturas, con su tapa removida y reemplazada por parafilm ajustado con ligas
de goma sobre las cuales se colocara o no el quimico p-metil anisol (olor de anis).
Un primer termo con agua a temperatura ambiente (~18°C) y con quimico (0,200
mL) sobre el parafilm, otro con agua caliente (~50°C) y sin quimico y un ultimo termo
con agua caliente (~50°C) y con quimico (0,200 mL). Cada termo se ubic6 dentro
de un cubo de tul blanco de 15cm x 15cm. Estos cubos de tul se colocaron en linea
recta con una separacion de cuatro metros entre cada cubo y se ubicaron en un
transecto del camino en el bosque de la RPO. Después, se utilizaron aspiradores
entomoldgicos para capturar todos los insectos que se posaron sobre el tul o
estaban sobrevolando muy cerca del tul. El orden de los termos con distintos
tratamientos y la persona encargada de utilizar los aspiradores manuales para cada
caja de tul, se seleccionaron de manera aleatoria con el objetivo de reducir sesgos.

De esta experimentacion se realizaron cuatro repeticiones.

2) Con los mismos pardmetros de cada tratamiento explicados
anteriormente, en esta técnica utilizamos trampas de intercepcidbn con un
contenedor inferior para albergar los termos con los diferentes tratamientos y con
un tubo colector con agua y jabon integrado a la trampa. De esta experimentacion

se realizaron dos repeticiones.

3) En esta dltima técnica también utilizamos aspiradores manuales y cajas

de tul, la diferencia estuvo en los tratamientos. En un primer termo colocamos agua
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a temperatura ambiente (~18°C) y sobre el parafilm colocamos el quimico (0,200
mL), un segundo con agua a temperatura ambiente (~18°C) y sobre el parafilm
colocamos el quimico (0,200 mL) y un poco de agua a temperatura ambiente (0,200
mL) y un ultimo termo con agua caliente (~50°C) y sobre el parafilm el quimico
(0,200 mL) y la misma cantidad de agua a temperatura ambiente que en el termo

anterior. De esta experimentacion se realizaron cuatro repeticiones.

4.5.1 TECNICA DE COLECTA DE DATOS

Cada frasco que contenia insectos de la experiencia fue rotulado con la
fecha, hora de inicio y fin de la experiencia, tratamiento y persona que recolecto.
Después se realizé el conteo de la cantidad de insectos recolectados por frasco
junto con la identificacion del morfotipo al que pertenecen. Esta identificacion y
clasificacion se realizé siguiendo el mismo procedimiento explicado en la primera

seccion de métodos: “Comunidades de insectos”.

4.5.2 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente, se probaron los supuestos ANOVA (normalidad con la prueba
de Shapiro-Wilk, varianza igual con la prueba de Bartlett e independencia)
utilizando Rstudio. Después, se efectué un andlisis de varianza ANOVA de dos
factores (calor y quimico; calor y humedad) utilizando Rstudio. También se realiz6
el Test de Friedman que es una prueba no paramétrica utilizando el complemento
de Excel Real Statistics. Finalmente se ejecutd, de forma manual en Excel, una
prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney para hacer comparaciones en el conjunto de

datos de los ensayos con calor y quimico.
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5 RESULTADOS

Durante el periodo de muestreo se capturaron un total de 36.452 visitantes
florales pertenecientes a 66 morfoespecies. Con respecto a la abundancia de
morfoespecies, los Coleoptera representaron el 96,58% del nimero total de
insectos recolectados, seguidos por los Hymenoptera en un 2,46% y Unicamente
0,96% de Diptera. En los coledpteros predominan tres familias taxonémicas,
Nitidulidae (45,15% del total de coledpteros), Staphylinidae (22,65%) vy
Curculionidae (19,52%). Dentro de los coledpteros también se incluyen las
siguientes familias o subfamilias menos abundantes: Histeridae (6,10%), Silvanidae
(3,30%), Ptiliidae (1,86%), Chrysomelidae (0,48%), Scolytinae (0,44%), Dynastinae
(0,32%), Carabidae (0,06%), Monotomidae (0,04%) y Dermaptera (0,02%).

En los videos time-lapse ademas de la apertura floral, también es visible la
llegada de insectos muy pequefos que visitan la inflorescencia en las horas de
oscuridad. Por esta razén, concluimos que la fuente de luz colocada durante la

noche no alterd la visita de los insectos al momento de la antesis.

5.1 COMUNIDADES DE INSECTOS ASOCIADOS A LAS INFLORESCENCIAS
DE P. AEQUATORIALIS
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5.1.1 CURVA DE ACUMULACION

Sexo
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Numero de especies
40
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Figura 1. Curva de acumulacion de especies para un determinado numero
de trampeos en las inflorescencias masculinas (verde, trampeos = 54) y
femeninas (naranja, trampeos = 76) de P. aequatorialis. La zona sombreada
representa la desviacion estandar para cada valor de la curva. Elaborado utilizando
el programa Rstudio (paquete VEGAN y funciébn specaccum mediante la
randomizacién de los trampeos y 100 permutaciones).

Al analizar la curva de acumulacion de especies de la figura 1, las curvas
para las inflorescencias masculinas y femeninas llegan a una asintota y se
mantienen hacia el final del total de muestreos. Esto refleja un esfuerzo de
muestreo estadisticamente representativo de la diversidad de visitantes florales;
puesto que se logré capturar y registrar la mayoria de morfoespecies que

conforman la comunidad de visitantes florales.

5.1.2 INDICES DE DIVERSIDAD

La tabla 1 muestra valores bajos para el indice de Simpson, inverso de
Simpson y de Evenness lo cual refleja la dominancia de ciertos morfotipos en el
muestreo. Ademas, un valor bajo en el indice de Shannon sugiere baja equidad y

alta entropia.



20

Tabla 1. Media de indices de diversidad de los trampeos en

inflorescencias masculinas (n = 54) y femeninas (n = 76) de P. aequatorialis.

Shannon Simpson InvSimpson Evenness
Masculino 1,636 0,681 3,931 0,171
Femenino 1,628 0,706 4,305 0,164

Shannon, indice de diversidad de Shannon; Simpson, indice de diversidad de Simpson; Invimpson,
indice inverso de Simpson; Evenness, indice de uniformidad.

5.1.3 COMUNIDADES DE VISITANTES EN P. AEQUATORIALIS
(NMDS)

El valor de estrés > 0,10 es un indicativo de una buena representacion en
dimensiones reducidas. Al analizar la figura 2, se observa un solapamiento de areas
entre los muestreos de flores masculinas y femeninas lo que indica un alto nivel de
similitud en las comunidades de visitantes florales entre las inflorescencias lo que

garantiza la funcionalidad de la polinizacion.
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Figura2. Andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)
sobre las comunidades de insectos que visitan las inflorescencias
masculinas (n = 54) y femeninas (n = 76) de P. aequatorialis en la Reserva
Otongachi 2021. El valor de estrés (stress value) = 0,1483354 fue calculado con
lenguaje R. La imagen es un grafico de poligono realizado con el paquete
GGPLOT2 en Rstudio. Cada morfoespecie presenta un codigo segun la familia o
subfamilia a la que pertenece: Coleoptera: ST = Staphylinidae, CU = Curculiondae,



21

ND = Nitidulidae, HIST = Histeridae, SCO = Scolytinae, CHRY = Chrysomelidae,
SYLV = Silvanidae, PTIL = Ptilidae, MONO = Monotomidae, DYN = Dynastinae,
CAR = Carabidae, DERM = Dermaptera, Hymenoptera = HYM, Diptera = D.

5.1.4 ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES (ANALISIS
SIMPER)

Analisis Simper para infloresencias masculinas Analisis Simper para infloresencias femeninas

Figura 3. Grafico de pastel con las abundancias medias por grupo de las
comunidades de visitantes de las inflorescencias masculinas y femeninas de
P. aequatorialis. A la izquierda los valores para las inflorescencias masculinas y a
la derecha los valores para las inflorescencias femeninas. Las diez morfoespecies
mas abundantes para inflorescencias masculinas y femeninas calculadas en el
analisis SIMPER con el paquete VEGAN para lenguaje en R.

En la figura 3 se observa que las mismas diez morfoespecies son las mas

representativas y abundantes en las inflorescencias masculinas y femeninas.

Tabla 2. Abundancias medias por grupo de las diez morfoespecies mas

abundantes calculadas en el analisis SIMPER.

Morfoespecie % disimilitud  Masculino Femenino

ND5 20,800% 93,741 45,260
ST5 12,220% 30,648 55,932
HIST1 7,470% 19,426 15,027
ND4 6,132% 10,926 80,260
CU2.CU5 5,650% 17,556 29,863
CuU3 9 4,509% 10,889 19,014

PTIL1 3,159% 5,889 4,589

cuzcus

g

HSTY

168

o
338
g



22

Cul 4 2,227% 5,296 14,178
ST6 1,870% 6,722 9,055
SYLV1 1,867% 2,389 14,123

% disimilitud, Porcentaje de disimilitud; Masculino, Abundancia media en la comunidad de insectos
gue visitan las inflorescencias masculinas; Femenino, Abundancia media en la comunidad de
insectos que visitan las inflorescencias femeninas, ST, Staphylinidae; CU, Curculiondae; ND,
Nitidulidae; HIST, Histeridae; SYLV, Silvanidae; PTIL, Ptiliidae.

Estas diez morfoespecies son las mas abundantes en la comunidad de
insectos y contribuyen a la similitud media entre el grupo de visitantes de las

inflorescencias masculinas y femeninas.

5.2 COLECCION DE OLORES

5.2.1 ANALISIS CROMATOGRAFICOS DE OLORES FLORALES

Los analisis cromatograficos de las muestras tomadas (n = 11) durante la
antesis de las inflorescencias masculinas y femeninas reflejaron que el quimico
volatilizado més representativo corresponde al p-metil anisol (~18 minutos; Figura

4). Este patron fue detectado tanto en las flores femeninas como en las masculinas.
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Figura 4. Superposicion de picos detectados en las cromatografias con el
programa OpenChrome de la muestrade olores colectados en inflorescencias
masculinas y femeninas de P. aequatorialis en antesis. El pico predominante
~18 minutos corresponde al p-metil anisol. Las lineas naranjas corresponden a
inflorescencias femeninas (n = 6) y las lineas verdes a inflorescencias masculinas
(n=5).

Adicionalmente, se realiz6 una prueba de arranque (bootstrapping) y
comprobacién de las diferencias entre los grupos en Rstudio 4.1.1. (paquete
VEGAN, funcién adonis por el método Bray Curtis). Como resultado, se obtuvo una
probabilidad de 0,09 que es mayor al nivel de significancia (p-valor > 0,05). Por lo
tanto, se acepta la hipétesis nula (Ho) cuya declaracién determina que no existe
ninguna diferencia entre los picos de deteccion de compuestos entre las

inflorescencias femeninas y masculinas.

Tres muestreos femeninos (SPME-9A 001 con un area del pico detectado a
los ~18 minutos de 7084760, B7B = 77467587, SPME-B7C_001 = 41674171) y un
muestreo masculino (B9B = 486592476) fueron removidos puesto que
corresponden a valores extremos aberrantes. De este modo, se obtiene una mejor

visualizacion de la mayoria de datos en la figura 4.

5.2.2 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) SOBRE LA CANTIDAD
DE P-METIL ANISOL EN FLORES MASCULINAS Y FEMENINAS

Inicialmente se probaron los supuestos ANOVA para el conjunto de datos.
Los datos cumplen con los requerimientos de distribucién normal (se acepta Ho; p
= 0,06543 > 0,05), de varianzas iguales (se acepta Ho; p = 0,9922 > 0,05) y de
independencia al ser un modelo dioico en el cual las inflorescencias femeninas

estan separadas de las inflorescencias masculinas.

Tabla 3. Andlisis de varianza de un factor realizado con Analisis de Datos
de Excel sobre la comparacion de porcentajes del pico ~18 minutos (p-metil

anisol) entre inflorescencias masculinas y femeninas de P. aequatorialis.
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Promedio Varianza Probabilidad F Fcritico
Masculino 97,2486 2,3079103
Femenino 97,92875 2,33431092

0,526878002 0,4432554 5,59144785

El valor F es menor que Fcritico (0,4432554 < 5,59144785) y el valor de
probabilidad es mayor al nivel de significancia (0,526878002 > 0,05). Ambas
condiciones aceptan la hipotesis nula (Ho), es decir, no existe ninguna diferencia en

la cantidad de p-metil anisol emitido por las inflorescencias de ambos sexos.

Dos muestreos femeninos (SPME-9A_001 con un porcentaje de p-metil
anisol del 20,503% en relacion a la cantidad total de volatiles detectados y SPME-
B7C_001 =65,104%) y un muestreo masculino (B9B = 52,401%) fueron removidos
puesto que corresponden a valores extremos aberrantes. Sin embargo, el analisis
de varianza incluyendo estos datos produce un resultado similar, con un valor p de

0,5107694 que conduce a la misma decision de aceptar la hipotesis nula.

5.3 PRODUCCION DE CALOR

5.3.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Aqui se presentan los resultados de los analisis en cinco muestreos
femeninos y cuatro muestreos masculinos. Sin embargo, para dos de los muestreos
en inflorescencias femeninas (B-041_Fa y B-041_Fb) solamente se conocia el dia
de antesis. Por lo tanto, se estimo la hora de antesis (~18:00) en base a registros
en la literatura y a nuestras observaciones en campo sobre la hora de la apertura
floral femenina. Los resultados empleando estos datos fueron muy similares a los
resultados que incluyen Unicamente los tres muestreos de los cuales si conocemos

la hora de antesis exacta.

Ademas, se eliminé del conjunto de datos al muestreo FMA_1 en una
inflorescencia masculina debido a que los valores reportados de temperatura se
encontraban por debajo de la temperatura ambiental. Las posibles causas de estos

datos aberrantes se discuten mas adelante.
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Media de temperatura de estambres, ovarios y espatas junto a su comparacién con el aire
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Figura 5. Patrones de variacién térmica del promedio de las temperaturas
maximas de los diferentes tejidos en inflorescencias femeninas (n = 5) y
masculinas (n = 4) de P. aequatorialis, antes, durante y después de la antesis
floral. Las lineas soélidas corresponden al cambio de temperatura antes de la
antesis (2h antes), durante la antesis y después de la antesis (2h después, 4h
después y 6h después). Las lineas entrecortadas representan la diferencia de
temperatura de los tejidos en relacion con la temperatura del aire en el periodo de
tiempo de ocho horas (antes, durante y después de la antesis).

Los tejidos que presentan mayor temperatura son la base de los estambres
(inflorescencias masculinas) y la base de los ovarios (inflorescencias femeninas), a
comparaciéon de sus respectivas bracteas (espatas). En la apertura floral la media
de temperatura de los estambres es de 29,66°C (9,023°C por sobre el ambiente) y
de la espata masculina de 25,90°C (5,27°C por sobre el ambiente). Mientras que,
durante la antesis, el promedio de temperatura de los ovarios es de 28,63°C (8,59°C
por encima del ambiente) y de la espata femenina de 27,72°C (7,68°C por encima

del ambiente).

Con respecto a la variacion de la temperatura en las inflorescencias
masculinas, se observa una disminucion progresiva de temperatura de los

estambres (dos horas antes = 30,28°C hasta seis horas después = 27,17°C) y de
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la espata o bractea masculina (dos horas antes = 26,87°C hasta seis horas después
= 25,35°C) después de la apertura floral. Esta disminucién es ain mas notoria si
comparamos la temperatura de estos tejidos en relacién con la temperatura del aire.
Para los estambres esta diferencia va desde 9,23°C méas que la temperatura del
aire dos horas antes de la antesis hasta 4,14°C mas que la temperatura del aire
seis horas después de la antesis. Para la bractea masculina esta diferencia va
desde 5,82°C dos horas antes de la antesis hasta 2,32°C seis horas después de la

antesis.

Por otro lado, en las inflorescencias femeninas se observa muy poca
variacion, es decir, se mantiene mas o menos constante la temperatura de los
ovarios (dos horas antes = 29,04°C hasta seis horas después = 28,34°C) y de la
espata o bractea femenina (dos horas antes = 28,11°C hasta seis horas después =
28,18°C) después de la apertura floral. Esta poca variabilidad es mucho mas
evidente si comparamos la temperatura de estos tejidos en relacion con la
temperatura del aire. Para los ovarios la diferencia va desde 8,31°C mas que la
temperatura del aire dos horas antes de la antesis hasta 8,47°C méas que la
temperatura del aire seis horas después de la antesis. Para la bractea femenina
esta diferencia va desde 7,39°C dos horas antes de la antesis hasta 8,31°C seis

horas después de la antesis.

5.4 ENSAYOS DE ATRACCION DE INSECTOS BAJO DIFERENTES

CONDICIONES DE CALOR-OLOR-HUMEDAD

Durante los ensayos de interaccion se capturaron un total de 4.477 visitantes
florales pertenecientes a 43 morfoespecies. Con respecto a la abundancia de
morfoespecies, los Coleoptera representaron el 81,06% del nimero total de
insectos recolectados, seguidos por los Diptera en un 18,27% y tunicamente 0,67%
de Hymenoptera. En los coledpteros predominan tres familias taxondmicas,
Nitidulidae (40,23% del total de coledpteros), Curculionidae (33,89%) vy
Staphylinidae (16,89%). Dentro de los coledpteros también se incluyen las
siguientes familias o subfamilias menos abundantes: Silvanidae (6,23%),
Chrysomelidae (1,27%), Dynastinae (0,61%), Histeridae (0,55%), Scolytinae
(0,17%), Ptiliidae (0,03%) y Dermaptera (0,06%).
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Ensayos de interaccién: calor y olor Ensayos de interaccion: calor y humedad
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Figura 6. Gréfico de caja del nUumero de insectos capturados en los tres
tratamientos de cada experimentacion en campo (calor y olor; calor y
humedad). A la izquierda las cantidades totales para los ensayos de calor y olor, y
a la derecha las cantidades totales para los ensayos de calor y humedad. Circulo
blanco = valor extremo. Barra inferior = valor minimo. Borde inferior de la caja =
primer cuartil (Q1). Linea solida gruesa = mediana o segundo cuartil (Q2). Borde
superior de la caja = tercer cuartil (Q3). Rango intercuartil (Q1 — Q3). Barra superior
= valor maximo. Gréfico elaborado con el programa Rstudio (boxplot).

La figura 6 muestra diferencias significativas en la cantidad de insectos
atraidos en los tres diferentes tratamientos. En el experimento de interaccion de
calory olor, el tratamiento con el rendimiento mas bajo (menor cantidad de insectos
atraidos) fue el que solo utilizé6 agua caliente (~50°C, Calor) con un promedio de
insectos atraidos de 19; seguido por el tratamiento que utilizd Gnicamente el
guimico (p-metil anisol 0,200 mL, Quimico) con un promedio de insectos atraidos
de 60,17. El tratamiento que combindé ambos componentes (Calor+Quimico) fue el

de mayor rendimiento con un promedio de insectos atraidos de 263,33.

En el experimento de interaccion de calor y humedad, el tratamiento con el
rendimiento mas bajo fue el que empled Unicamente el quimico (p-metil anisol 0,200
mL, Quimico) con un promedio de insectos atraidos de 88,25; seguido por el
tratamiento que utilizé el quimico junto con agua a temperatura ambiente (0,200
mL, Quimico+Humedad) con un promedio de 100,75. El tratamiento que atrajo la

mayor cantidad de insectos con un promedio de insectos atraidos de 250,25 fue el
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gue utilizdé un termo con agua caliente (~50°C) y sobre el parafilm el quimico y agua

a temperatura ambiente (Calor+Quimico+Humedad).

5.4.1 PRUEBAS PARAMETRICAS Y NO PARAMETRICAS

Se probaron los supuestos ANOVA utilizando Rstudio para el ensayo de
interaccion: calor y quimico. Para el conjunto de datos del total de insectos
atrapados en cada tratamiento se realizé una transformacion logaritmica. De esta
forma, los datos cumplieron con el supuesto de normalidad (se acepta Ho; p = 0,906
> 0,05) y con el supuesto de varianza igual (se acepta Ho; p = 0,7432 > 0,05). Para
el ultimo supuesto se comprueba la independencia ya que en la configuracion del

experimento se realizo un disefio aleatorio (aleatorizacion de orden y de colector).

Tabla 4. Resultados del analisis de varianza de dos factores realizado con
Rstudio sobre la cantidad de insectos atraidos (con transformacion

logaritmica) en cada tratamiento en el ensayo de interaccion de calor y olor.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Temperatura 1 0,1876 0,1876 1,0195 0,3268
Olor 1 5,9257 5,9257 32,2092 2,738e-05 ***

Df, grados de libertad; Sum Sq, suma de cuadrados; Mean Sq, cuadrados medios; F value, valor F;
Pr(>F), probabilidad del estadistico F.

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas (p = 0,3268 >
0,05) en el nimero de insectos atraidos entre los tratamientos de frio y calor. Sobre
los tratamientos con y sin quimico hay diferencias significativas entre ambos
tratamientos (p = 2,738e-05 < 0,05). Por ultimo, no se pudo determinar la
interaccion entre ambos tratamientos debido a que el valor de grados de libertad

(Df) es cero, lo que imposibilita el célculo de la interaccién.

En el test de Friedman, en los datos brutos sin transformacién, se obtuvo

evidencia estadistica de que el nimero de insectos atraidos es diferente segun la
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temperatura y la presencia o ausencia de quimico con una significancia de 0,05 (p
= 0,0057 < 0,05). Las comparaciones entre pares mediante Wilcoxon-Mann-
Whitney revelaron que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos. Esto podria explicarse por el bajo numero de réplicas (n = 6).

También se probaron los supuestos ANOVA utilizando Rstudio para el
ensayo de interaccion: calor y humedad. Para el supuesto de normalidad se acepta
la hipétesis nula (p = 0,1691 > 0,05). Para el supuesto de varianza igual también se
acepta la hipétesis nula (p = 0,2478 > 0,05). Para el ultimo supuesto se comprueba
la independencia ya que en la configuracion del experimento se realizé un disefio

aleatorio (aleatorizacion de orden).

Tabla 5. Analisis de varianza de dos factores realizado con Rstudio sobre
la cantidad de insectos atraidos en cada tratamiento en el ensayo interaccioén

de calor y humedad.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Temperatura 1 64688 64688 5,9564 0,03733 *
Humedad 1 312 312 0,0288 0,86905

Df, grados de libertad; Sum Sq, suma de cuadrados; Mean Sq, cuadrados medios; F value, valor F;
Pr(>F), probabilidad del estadistico F.

Sobre la diferencia entre frio y calor se acepta la hipotesis alternativa (p =
0,03733 < 0,05) es decir, hay diferencias significativas entre ambos tratamientos.
Sobre la diferencia entre con y sin humedad se acepta la hipétesis nula (p = 0,86905
> 0,05), es decir, no hay diferencia entre ambos tratamientos. Por ultimo, tampoco
se pudo determinar la interaccién entre ambos tratamientos debido a que el valor
de grados de libertad (Df) es cero. Esto también se atribuye a la poca cantidad de

replicaciones (n = 4).
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6 DISCUSION

6.1 ENTOMOFAUNA DE LA TAGUA

6.1.1 DIVERSIDAD DE VISITANTES

La reproduccion en palmas dioicas se caracteriza por un sistema de
polinizacion generalista (Rios, Fuchs, Hodel y Cascante-Marin, 2014; Barbosa et
al., 2020) acompafnado de una especificidad taxondmica baja de la entomofauna
(Listabarth, 2001). Por ejemplo, la comunidad de visitantes florales en Oenocarpus
bataua y Wettinia kalbreyeri esta conformada por muchas especies con escasa
frecuencia y pocas especies abundantes (Nufiez, Isaza y Galeano, 2015; Lara et
al., 2017). Estos patrones son similares a los resultados obtenidos en este estudio

que describen al grupo de insectos en P. aequatorialis (Figura 1; Tabla 1; Tabla 2).

En este estudio se identificaron 66 morfoespecies para P. aequatorialis, la
cual constituye una alta diversidad de entomofauna floral, en comparacién con otras
especies de palmas en el Neotrépico. La diversidad de visitantes florales en palmas
es variable (Barfod et al., 2011), como es reportada para las siguientes especies
neotropicales: Cocothrinax argentata (cinco especies de insectos; Khorsand Rosa
y Koptur, 2009), Geonoma irena (siete especies; Borchsenius, 1997), Manicaria
saccifera (ocho especies; Copete, Flérez y Nufiez-Avellaneda, 2018), Astrocaryum
vulgare (once especies; Consiglio y Bourne, 2001), Calamus rudentum (doce
especies; Bagh, 1996); Phytelephas seemannii (26 especies; Bernal y Ervik, 1996),
Bactris guineensis (27 especies; Brieva-Oviedo, Maia y Nufez-Avellaneda, 2020);
Aiphanes erinacea (28 especies; Borchsenius, 1993), Licuala spinosa (29 especies;
Barfod, Burholt y Borchsenius, 2003), Euterpe precatoria (38 taxa; Kiichmeister,
Silberbauer-Gottsberger y Gottsberger, 1997), Syagrus coronata (48
morfoespecies artropodas; Barbosa et al., 2020), Acrocomia aculeata (48 especies;
Carrefio-Barrera et al., 2021), Hyospathe elegans (60 especies; Listabarth, 2001),
O. bataua (63 especies; Nufez et al., 2015) y Mauritia flexuosa con 85 especies

(Mendes, de Melo Valente, Régo y Esposito, 2017). La alta diversidad de la
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entomofauna en P. aequatorialis es solamente superada por Mauritia flexuosa, una

palmera dioica con inflorescencias masivas y multiples en los bosques amazénicos.

6.1.2 COMPOSICION Y PRINCIPALES GRUPOS

La comunidad de insectos en P. aequatorialis corresponde a un diverso
espectro de visitantes florales que comprende catorce familias con una clara
predominancia del taxon Coleoptera (Figura 1; Figura 3). Ademas, la composicién
de la entomofauna es similar en las inflorescencias masculinas y femeninas (Figura
2). La similitud entre la entomofauna masculina y femenina en P. aequatorialis
asegura el traslado de polen conespecifico y la fertilizacion. Los primeros insectos
en llegar a la inflorescencia femenina posiblemente son los principales portadores
de polen para garantizar la fertilizacion de Phytelephas, inclusive en una sola visita
(Bernal y Ervik, 1996; Ervik et al., 1999; King, Ballantyne y Willmer, 2013). Estos
son mayoritariamente escarabajos (cantarofilia) que pertenecen a Aleocharinae
(Staphylinidae), Mystrops (Nitidulidae) y Phyllotrox (Curculinoidae), seguidos por
abejas y moscas (Bernal y Ervik, 1996; Ervik et al., 1999; Listabarth, 2001; Barfod
etal., 2011; Lara etal., 2017). La polinizacion cantaréfila también ha sido reportada
en Oenocarpus, E. precatoria (Listabarth, 2001), P. seemannii (Bernal y Ervik,
1996), W. kalbreyeri (Lara et al., 2017) y en M. flexuosa constituyen el 90% del total
de visitantes (Mendes et al., 2017). Los resultados de nuestro estudio coinciden con
los datos mencionados anteriormente, donde los coledpteros (96,58%)
constituyeron los principales visitadores de las inflorescencias (masculinas y

femeninas).

En los Staphylinidae varias especies de la subfamilia Aleocharinae son
polinizadores de Phytelephas y Aphandra natalia (Ervik et al.,, 1999). En P.
seemannii los polinizadores principales son tres especies de Amazoncharis y sus
depredadores Xanthopygus (Bernal y Ervik, 1996). Los estafilinidos también
cumplen un rol polinizador en Phytelephas tenuicaulis, M. saccifera y Welfia regia
(Sayers, Steinbauer y Miller, 2019). Los Curculionidae son los visitantes mas
recurrentes en las palmas; en M. flexuosa representan el 70% de todos los insectos
atraidos (Mendes et al., 2017). Algunos de los mas destacados estan dentro de la

tribu Derelomini (A. aculeata) como Phyllothrox (P. microcarpa) y Derelomus (O.
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bataua), y la subfamilia Baridinae (A. natalia; Bernal y Ervik, 1996; Barfod et al.,
2011, Nufez et al, 2015; Carrefio-Barrera et al., 2021). Elaeidobius kamerunicus es
el polinizador principal de la palma aceitera de Africa (Barfod et al., 2011). Mientras
gue Anchylorhynchus trapezicollis poliniza a Syagrus coronata (De Medeiros,
Nufez-Avellaneda, Hernandez y Farrell, 2019). Los Nitidulidae que visitan las
palmas se encuentran a menudo en Mystrops y Epurea (Barfod et al., 2011).
Sobretodo miembros de la tribu Mystropini son polinizadores importantes de palmas
cultivadas (e.g. Elaeis oleifera y Bactris gasipaes) y silvestres (e.g. Attalea
phalerata, Syagrus smithii, P. tenuicaulis, M. saccifera, Ceroxylon quindiuense,
Iriartea deltoidea y O. bataua; Kirejtshuk y Couturier, 2010; Barfod et al., 2011,
Guerrero-Olaya y Nufiez-Avellaneda, 2017; Copete et al., 2018). Nuestro estudio
confirma la importancia de estos tres grupos en la potencial transferencia de polen
de P. aequatorialis desde las flores masculinas hasta las femeninas (Figura 2;
Figura 3). Los Scarabaeidae son polinizadores de importancia secundaria en B.
gasipaes, E. precatoria (Kichmeister et al., 1997), Astrocaryum y Acrocomia
(Cyclocephala; Barfod et al., 2011); sin embargo, no encontramos una alta

relevancia de este grupo en la polinizacion de P. aequatorialis en este estudio.

Adicionalmente, reportamos tres morfoespecies pertenecientes a las familias
Histeridae (HIST1), Ptiliidae (PTIL1) y Silvanidae (SYLV1) como parte de las diez
morfoespecies mas abundantes en las inflorescencias masculinas y femeninas
(Figura 3; Tabla 2). Proponemos que las morfoespecies de las familias
mencionadas anteriormente podrian tener un papel importante en la transferencia
de polen junto con los nitidulidos, estafilinidos y curculiénidos. Incluso en las
fotografias con focus stacking se observa a HIST1 y a ND5 con muchos granos de

polen adheridos a sus cuerpos.

Los coledpteros son los polinizadores mas eficientes para palmas como
Aphandra y Phytelephas porque permanecen toda la noche en la inflorescencia
estaminada, son los mas abundantes y los primeros en llegar a la flor pistilada (Ervik
et al., 1999). Por ultimo, sus comportamientos de aislamiento, penetracién en
tejidos florales y aseo facilitan la deposicion de polen en la superficie estigmatica
basal (Bernal y Ervik, 1996; Mendes et al., 2017). Ademas, en cada inflorescencia

femenina hay una poca cantidad de 6vulos y unos cuantos granos de polen son



33

suficientes para la fertilizacién eficiente (Ervik et al., 1999). Dada la predominancia
de escarabajos en nuestros muestreos estimamos que entre estos visitantes se

encuentran los potenciales polinizadores de P. aequatorialis.

Bernal y Ervik (1996) reportan himenopteros en la polinizacion P. seemannii
(Apidae y Vespidae), Prestoea decurrens (Listabarth, 2001), Euterpe oleracea, E.
edulis (Kichmeister et al., 1997), A. aculeata (Apidae; Carrefio-Barrera et al., 2021)
y P. aequatorialis (abejas Trigona en brotes de ambos sexos; Pincebourde et al.,
2016). Sin embargo, las abejas llevan una carga de polen muy baja (Ervik et al.,
1999). En varias especies vegetales dioicas de Solanum, Clusia y Carica las
Trigona son visitantes pero no polinizadoras (Khorsand Rosa y Koptur, 2013), y en
M. flexuosa y A. vulgare las abejas son saqueadoras (Consiglio y Bourne, 2001;
Mendes et al., 2017). En el presente estudio reportamos un porcentaje de visitacion

en P. aequatorialis de Hymenoptera de apenas 2,46%.

Los dipteros Drosophilidae y Sphaeroceridae visitan la flor estaminada de P.
seemannii (Bernal y Ervik, 1996) y las moscas sirfidas son las polinizadoras
principales en Prestoea schultzeana (Listabarth, 2001). El rol polinizador de las
drosophilas es insignificante a causa de sus reducidas cargas polinicas y
comportamiento de sedentarismo (Ervik et al., 1999). Incluso si se excluye a abejas
y droséfilas durante la polinizacién de P. seemannii, se obtiene una completa
fructificacion (Bernal y Ervik, 1996). En nuestro estudio los dipteros representan el

0,96% del total de insectos atraidos por P. aequatorialis.

6.1.3 ABUNDANCIA DURANTE LA ANTESIS

En Phytelepheae se estima que son miles los insectos, en especial
coledpteros, que visitan las inflorescencias (Barfod et al., 2011). Evidencia
videografica y experiencia en campo corroboran la anterior premisa para P.
aequatorialis. En nuestro estudio, la maxima cantidad de visitantes registrados en
un solo muestreo fue de 2.327 en una inflorescencia femenina de pastizal. Ademas,
durante tres meses en campo, el nimero total de individuos colectados en nuestro
estudio en P. aequatorialis fue de 36.452. En contraste, en cuatro afos se

colectaron 46.873 insectos que visitan M. flexuosa (Mendes et al., 2017). La
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abundancia de visitantes que llegan a las inflorescencias de P. aequatorialis en el
periodo de antesis concuerda con los valores esperados para palmas de

inflorescencias grandes y polinizacion cantarofila.

Estos valores también coinciden con resultados previos obtenidos para
palmeras de la region en donde se observa una gran variacion en la abundancia.
Por ejemplo, especies con inflorescencias pequefias y un bajo niumero de flores
como Geonoma irena presentaron un reducido niumero de individuos en la antesis
(menos de diez visitantes; Borchsenius, 1997). Sin embargo, esta cifra se
incrementa cuando el tamafio de la inflorescencia es mayor, por ejemplo M.
saccifera (maximo 776 visitantes en cada inflorescencia; Copete et al., 2018), S.
smithii (1.020 insectos en la inflorescencia pistilada y 7.510 en la estaminada,;
Guerrero-Olaya y Nufez-Avellaneda, 2017), P. tenuicaulis (mas de 10.000
visitantes) y B. gasipaes (40.000 o 100.000 insectos en una inflorescencia al

principio de la antesis; Barfod et al., 2011).

Los visitantes que arriban a la inflorescencia pistilada seguramente
provienen de una estaminada puesto que la cantidad de insectos Amazoncharis es
de 700 a 1.000 veces mayor en la flor masculina (P. seemannii; Bernal y Ervik,
1996). Durante la primera hora de apertura floral, llegan entre 600 y 1.800
estafilinidos a la flor femenina de P. seemannii (Bernal y Ervik, 1996). Posterior a
la antesis en P. tenuicaulis se colectaron 6.000 estafilinidos, 3.500 Phyllotrox y 300
Mystrops (Barfod, Henderson y Balslev, 1987). Ademés, a una inflorescencia
estaminada de E. precatoria acudieron aproximadamente 1.000 estafilinidos, 1.000
Chrysomelidae, 1.000 Phyllotrox y ~500 abejas (Kichmeister et al., 1997). Por otro
lado, a una inflorescencia masculina en Chamaedorea llegan mas de 2.000
insectos trips (Rios et al., 2014). En cada inflorescencia de M. flexuosa se contaron
500 individuos de Grasidius sp. 1 (Acalyptini/Derelomini; Mendes et al., 2017). A
una inflorescencia recién abierta de A. vulgare acudieron 30.000 nitidulidos
(Consiglio y Bourne, 2001). Para H. elegans se propone que el éxito reproductivo

se atribuye a una alta tasa de visitacion (Listabarth, 2001).

Estas cifras no son estrictamente comparables debido a la falta de

estandarizacion de las mediciones de cada uno de los reportes presentados. A
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pesar de esto, nos permiten dilucidar a grandes rasgos la abundancia de visitantes

gue llegan a las inflorescencias de P. aequatorialis en un momento de la antesis.

6.2 P-METIL ANISOL Y SU ROL EN LA QUIMICA DE P. AEQUATORIALIS

En nuestro estudio, el compuesto quimico dominante en el olor de P.
aequatorialis es el p-metil anisol o 1-metoxi-4-metil benceno tanto en las
inflorescencias masculinas como en las femeninas (Figura 4). Este compuesto fue
reportado anteriormente por Ervik et al. (1999) para Phytelephas aequatorialis, P.
seemannii y P. macrocarpa. Al igual que en otros modelos de polinizacion
cantarofila, en P. aequatorialis el olor representa una importante sefial olfativa y se
compone de uno 0 pocos compuestos muy abundantes (Knudsen et al., 2001;
Meekijjaroenroj, Bessiére y Anstett, 2007). Este patron de composicidon por
dominancia caracteriza a Wettinia, Bactris, Geonoma y Phytelephantoideae
(Barbosa et al., 2020). De hecho, la quimica floral de las palmas puede utilizarse
como caracter diagndstico a nivel de especie debido a su alta estabilidad (Barfod
etal., 2011).

Los tres muestreos retirados para los analisis (SPME-9A 001, SPME-
B7C_001 y B9B) presentaron bajos porcentajes de p-metil anisol posiblemente
porque (i) la coleccion de olores se realiz6 en inflorescencias que no se
encontraban en el primer dia de antesis, (ii) hubo fallas en el procedimiento de
coleccibn de olores en campo, (iii) las muestras no fueron conservadas
apropiadamente y bajo refrigeracién, (iv) ocurrieron errores durante las
cromatografias o (v) hay variacion intraespecifica en la cantidad de p-metil anisol

liberado durante la antesis dentro de esta poblacion de P. aequatorialis.

Algunas palmas utilizan componentes particulares como acetato de metilo
(Attalea phalerata; Maia et al., 2021), derivados de la degradacion de carotenoides
(Nypa fruticans; Azuma, Toyota, Asakawa, Takaso y Tobe, 2002) y en el caso de
P. aequatorialis el p-metil anisol (bencenoide; Ervik et al., 1999). A pesar de
pertenecer al mismo linaje evolutivo, los olores florales de Ammandra se componen
principalmente de sesquiterpenos (isoprenoides), en Aphandra encontramos a la

(+)-2-metoxi-3-sec-butilpirazina (compuesto nitrogenado; Knudsen et al., 2001;
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Dobson, 2006). Ademas, las vias metabdlicas para elaborar estos componentes
también son distintas (Barfod et al., 2011). Las palmas de la subfamilia
Phytelephantoideae emplean componentes especificos para la atraccion
preferencial de polinizadores (Ervik et al., 1999; Knudsen et al., 2001). La
especificidad de la entomofauna, a causa del aroma, puede ser un indicador de

coevolucion (Ervik et al., 1999).

Entre otros de los compuestos reportados en el aroma de las palmas se
encuentran derivados de acidos grasos (Knudsen, 1999; Knudsen et al., 2001), en
particular, W. kalbreyeri presenta un 95,4% de 3-pentanona (Knudsen et al., 2001).
Gran cantidad de las palmas presentan olores florales dominados por una variedad
de isoprenoides (Knudsen, Andersson y Bergman, 1999; Knudsen et al., 2001;
Dufay, Hossaert-McKey y Anstett, 2004; Nufiez, Bernal y Knudsen, 2005; Dobson,
2006; Meekijjaroenroj et al., 2007; Nufiez-Avellaneda y Rojas-Robles, 2008; Rios
et al., 2014; Barbosa et al., 2020). Para S. coronata el principal es (E)-B-ocimeno
(86,1%2 y 91,5%%; Barbosa et al., 2020). También encontramos compuestos
nitrogenados en el olor de las flores de arecaceas (Knudsen et al., 2001; Nufiez et
al., 2005; Maia et al., 2018; Maia et al., 2021). Con respecto a los bencenoides, el
aroma de A. aculeata presenta entre 97,56% y 99,99% de 4-metil anisol (Maia et
al., 2019) y Elaeis guineensis utiliza principalmente metil chavicol (Yousefi et al.,
2020). Esta agrupacion segun la composicion quimica floral no se correlaciona con
la clasificacion filogenética, lo que indicaria la evolucién convergente de los

distintos componentes (Knudsen et al., 2001; Meekijjaroenroj et al., 2007).

Nuestros resultados suguieren que la quimica floral de P. aequatorialis es
consistente con modelos previamente descritos para especies tropicales
polinizadas por escarabajos. Ademas, proponemos que esta especificidad quimica

en el olor atrae particularmente a escarabajos de los grupos antes mencionados.

6.2.1 DISTINCION ENTRE SEXOS FLORALES

Knudsen et al. (1999) revelaron que entre el 88% y el 95% de especies de
palmas existe similitud quimica de olores florales de ambos sexos. Afios después,

Knudsen et al. (2001) registraron una similitud cuantitativa de olores florales
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volatilizados por palmas de ambos sexos desde 61,3 % hasta 86,3% y cualitativa
entre 63,5y 96,6%. Cabe mencionar que puede existir variacion en la composicion
del aroma dentro de una misma especie (Knudsen et al., 1999; Knudsen, 2002;
Dufay et al., 2004). Por ejemplo, tres poblaciones de G. macrostachys (Coca, Jatun
Sacha y Cuyabeno - Ecuador) varian cuantitativa y cualitativamente en su

composicion de olor floral (Knudsen et al., 2001).

Ashman (2009) propone que por lo general las inflorescencias masculinas
liberan mayor cantidad de aroma que las femeninas. Esto se ha registrado en C.
humilis (Dufay y Anstett, 2004), A. phalerata (Fava, da Silva Covre y Sigrist, 2011),
M. flexuosa (Khorsand Rosa y Koptur, 2013; Mendes et al., 2017) y E. guineensis
(Yousefi et al., 2020). En Cycadophyta los conos masculinos liberan aromas
atrayentes pero el aumento de concentracién ahuyenta a los trips y son atraidos
hacia el olor menos intenso de los conos femeninos (Ashman, 2009). En el caso de
las palmas Phytelephantoideas, cuando las flores masculinas disminuyen su
receptividad, produccién de calor y olor, las flores femeninas se abren calientes y
perfumadas (Ashman, 2009). Nuestros datos sugieren un patrén contrario en la
cantidad de aroma liberado, siendo las flores pistiladas las mas perfumadas. Esta
discrepancia puede deberse a que no hacemos una distincion entre muestras de
bosque y pastizal. Por lo que, una comparacion entre inflorescencias del mismo

hébitat podria confirmar la propuesta de Ashman (2009).

Las inflorescencias de ambos sexos emiten un aroma muy similar en P.
seemannii (Bernal y Ervik, 1996), C. alpinum (86,3% de similitud), W. maynensis
(75,4%; Nunez-Avellaneda y Rojas-Robles, 2008), C. macrospadix (Rios et al.,
2014), M. flexuosa (83,7%; Nufiez-Avellaneda y Rojas-Robles, 2008; Khorsand
Rosa y Koptur, 2013), Attalea microcarpa, Syagrus petraea (Silberbauer-
Gottsberger, Vanin y Gottsberger, 2013), B. guineensis (olor idéntico; Brieva-
Oviedo et al., 2020), E. guineensis (Yousefi et al., 2020), A. phalerata (idéntico;
Fava et al., 2011; Maia et al., 2021) y S. coronata (Barbosa et al., 2020). La alta
similitud en los olores liberados por ambos sexos también se ha reportado en otros
linajes como en las dioicas Carica papaya (Caricaceae), S. caprea y S. cinerea

(Salicaceae; 83% - 89% de similitud), Cycnoches densiflorum (Orchidaceae; 96%;
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Tollsten y Knudsen, 1992; Knudsen et al., 1999), Siparuna (Siparunaceae) y Zamia

(Zamiaceae; Dufay y Anstett, 2003).

Ervik et al. (1999) determin6 que los olores liberados por las inflorescencias
femeninas y masculinas tienen una semejanza del 76,5% en Ammandra, del 84,2%

en Aphandra y mas del 99% en Phytelephas.

Aqui reportamos una media de contenido de p-metil anisol del 97,25% en
inflorescencias masculinas y del 97,93% en inflorescencias femeninas de P.
aequatorialis durante la antesis floral (Tabla 3). Es decir, existe una gran similitud
en la composicion quimica de los olores florales de ambos sexos en P.
aequatorialis. Esta semejanza posiblemente facilita el traslado de polen desde las
anteras hasta los estigmas, por lo que el p-metil anisol es esencial en la interaccion

con polinizadores y en el éxito reproductivo de la tagua.

6.3 ECOLOGIA TERMICA Y MIMETISMO

6.3.1 FUENTE DE CALOR Y DIFERENCIACION SEXUAL

En este estudio reportamos que durante la antesis de P. aequatorialis, la
maxima temperatura alcanzada por las flores estaminadas fue de 13,09°C y por la
bractea masculina de 9,46°C, ambas sobre el ambiente. Mientras que la maxima
temperatura alcanzada en las flores pistiladas fue de 9,81°C y por la bractea
femenina de 8,88°C, ambas por encima del ambiente (Figura 5; Figura 7; Figura 8
en el material suplementario). Por otro lado, Pincebourde et al. (2016) reportaron
gue dias antes de la antesis, los brotes de P. aequatorialis alcanzaron un maximo

de temperatura de 10 a 20°C por sobre la temperatura ambiental.

Ademas, en este estudio en P. aequatorialis sugerimos que las flores en el
interior del brote/yema son la fuente de la produccion de calor por lo que presentan
la temperatura maxima y calientan a la bractea que las recubre la cual tiene una
temperatura inferior. En las bracteas femeninas no se registré un gran descenso de

temperatura posiblemente porque en la apertura floral la bractea se mantiene cerca
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de la inflorescencia. Mientras que las bracteas masculinas en la antesis se separan
considerablemente mas de la inflorescencia lo que explicaria que las bracteas
masculinas disminuyan su temperatura de manera mas rapida. En otros estudios
con Astrocaryum vulgare y Attalea allenii la fuente del calor se detecté dentro de
las inflorescencias (Consiglio y Bourne, 2001; Nufiez et al., 2005). En A. phalerata
el calentamiento se registra dentro de la bractea estaminada pero no se percibe

dentro de la bractea pistilada (Fava et al., 2011).

Sin embargo, en el estudio de Pincebourde et al. (2016) en P. aequatorialis
detectaron que en las inflorescencias femeninas la termogénesis provenia de las
bracteas mas no de las flores en su interior. Pincebourde et al. (2016) proponen
gue la alta actividad metabdlica para desarrollar las flores es la fuente de la
produccion de calor en las yemas. La discrepancia sobre el tejido termogénico pudo
ocurrir en la forma de toma de datos u observaciones. Pincebourde et al. (2016)
utilizaron fotografia infrarroja mientras que en este estudio se emplearon medidores

(thermocouples) colocados directamente en los tejidos florales.

Las temperaturas maximas alcanzadas en las flores de palmeras por encima
de la temperatura ambiental han sido reportadas hasta 10/12/14°C. En N. fruticans
la termogénesis alcanza los 6°C y en otros estudios llega hasta 10°C antes y
durante la antesis (Straarup, Hoppe, Pooma y Barfod, 2018). Doce horas antes de
la antesis de P. microcarpa, en la bractea externa de las inflorescencias masculinas
y femeninas se registr6 un aumento de temperatura de 3°C y 2,3°C,

respectivamente (Barfod et al., 1987).

En la apertura floral de P. microcarpa, la temperatura del interior de la
bractea pistilada fue de 8°C (Barfod et al., 1987). Para A. allenii el aumento de
temperatura antes de la antesis fue de 1,6°C (J) y 1,4°C (Q) y durante la antesis
de 5,4°C (&) y 7,0°C (?; Nufiez et al., 2005). Para Wettinia quinaria el calor durante
la antesis alcanzo los 2,2°C (J) y 3,2°C (@, Nufiez et al., 2005). En O. bataua se
registran temperaturas de 5,2°C (3) y 4°C (%), en O. minor de 6,2°C (J)y 7°C (Q),
y en O. balickii de 4,8°C (d) y 5,5°C (9; Nufiez et al., 2015). En M. flexuosa las
flores presentaron de 0,5 a 1°C (&) y de 4 a 5°C ({) de aumento de temperatura

(Mendes et al., 2017). En el caso de B. guineensis las flores llegan hasta 10°C (&)
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y 12°C (Q), pero en las femeninas se mantuvo esa temperatura por mas tiempo
(Brieva-Oviedo et al., 2020). En casi todas estas palmas, la flor femenina presento

el mayor aumento de temperatura.

Para A. vulgare el aumento de temperatura superé al ambiente por 14,4°C
antes de la antesis y en las primeras horas de la antesis la temperatura alcanzé
2,9°C (&) y 1,7°C (Q; Consiglio y Bourne, 2001). En otro estudio en O. bataua la
produccién de calor llegé a los 5,8 () y 4,2°C (Q) por sobre el ambiente (NUfiez-
Avellaneda y Rojas-Robles, 2008). En las inflorescencias de M. saccifera la
termogénesis alcanza los 4,7 (&) y 4,0°C (Q; Copete et al., 2018). En estas palmas,

las inflorescencias estaminadas registran la mayor temperatura.

En P. aequatorialis se sigue este patron de mayor produccion de calor en las
inflorescencias masculinas durante la antesis pero en las inflorescencias femeninas

ocurre la menor disminucion de calor en el transcurso de la antesis (Figura 5).

La temperatura producida por los estambres de las flores masculinas
descendi6 en promedio 4,88°C seis horas después de la antesis y en caso de los
ovarios de las flores femeninas la temperatura bajoé tnicamente 0,13°C seis horas
después de la antesis. Ervik et al. (1999) reportaron que la temperatura de las
inflorescencias masculinas decrece al inicio de la antesis; y mantiene, por las
siguientes 12 horas, una temperatura de 3°C por sobre la temperatura del
ambiente. Por otro lado, las inflorescencias femeninas llegan a una temperatura
maxima pocas horas posteriores a la antesis y por los siguientes dias disminuyen

paulatinamente la temperatura (Ervik et al., 1999).

Para la estadistica descriptiva se retir6 el muestreo FMA_1 realizado en una
inflorescencia masculina debido a que en los tejidos florales y vegetales se
presentaron valores de temperatura por debajo de la temperatura ambiental. Por
ejemplo, en los estambres durante la antesis se detectd una temperatura de -
0,58°C en comparacion con el aire. Afladiendo este valor, el promedio de
produccion de calor durante la antesis en los estambres de las inflorescencias
masculinas seria de 7,10°C por sobre la temperatura ambiental. Algunas posibles

explicaciones para este valor minimo podrian ser: (i) una baja temperatura
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ambiental que disminuyd drasticamente la temperatura de la flor cuando esta se
abrio, (ii) una falla en la deteccion de temperatura por los thermocouples o por el
HOBO, (iii) la desconexion del thermocouple del tejido floral, (iv) al hacer la incisién
hacia la base de la flor esta apertura pudo haber sido lo suficientemente grande
como para que la baja temperatura ambiental enfriara el tejido en el cual colocamos
la sonda hacia los estambres o (v) variacion intraespecifica en la endotermia

vegetal durante la antesis dentro de esta poblacion de P. aequatorialis.

No obstante, los valores registrados en nuestro estudio (+10°C) son bastante
altos para ambos sexos en comparacién con otras palmas. Por esta razon, P.

aequatorialis presenta la flor termogénica mas grande reportada hasta la fecha.

6.3.2 BIOENSAYOS CON SENALES FLORALES

Pocos han sido los esfuerzos que determinan las interacciones de sindromes
gue maximizan la atraccion (Nordstrom et al., 2017). También son escasos los
estudios que evallan la polinizacion bajo la integracion de la composicién quimica

del olor y la produccién de calor (Hoe et al., 2018).

En este estudio presentamos el mayor éxito de atraccion de visitantes en los
tratamientos Calor+Quimico y Calor+Quimico+Humedad (Figura 6). Sin embargo,
nuestros ensayos reportan resultados ambiguos sobre el calor como recompensa
energética. Los tratamientos con variacion de temperatura no presentaron
diferencias significativas en el primer experimento y si mostraron diferencias en el
segundo experimento (Tabla 4 y Tabla 5). Una posible explicacién puede ser que
(i) no se alcanzé la temperatura precisa en la metodologia como en las flores
naturales, (ii) que los insectos visitantes no encontraron la recompensa asociada al
calor y por lo tanto no exploraron el recurso como para quedar atrapados en la
trampa, (iii) a la poca duracion de la alta temperatura, (iv) a la superficie productora
de calor pues en nuestro caso fue emitido por un pequefio termo y no por una gran

inflorescencia o (v) a un sesgo por la persona encargada de la aspiracion manual.

Por otro lado, presentamos evidencia de la predominancia del quimico p-

metil anisol en el olor floral de P. aequatorialis y su importancia para atraer insectos
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visitantes por si solo (Tabla 4; Tabla 5). Knudsen et al. (1999) demostraron que los
modelos de flores perfumadas atrajeron considerablemente mas visitantes que los
modelos sin olor. Sin embargo, aparentemente las altas temperaturas bloquean la
produccion de olor (tal vez para evitar perder agua respiratoria) y por lo tanto la
maxima produccion de olor ocurrié en la temperatura mas baja (Knudsen et al.,
1999). Ervik et al. (1999) realizé bioensayos utilizando compuestos sintéticos del
olor floral en Aphandra y Phytelephas y obtuvo como resultado comunidades
distintas de insectos atraidos en los dos géneros (Ervik et al., 1999). Maia et al.
(2021) también colocaron el quimico dominante del olor floral de A. phalerata en
trampas de intercepcion y capturaron a los coledpteros que la visitan regularmente.
Asimismo, Maia et al. (2018) emplearon trampas perfumadas con los quimicos
sintéticos del aroma de Acrocomia y Attalea y atrajeron selectivamente a dos
especies florivoras (Cyclocephala amazona y C. distincta; Maia et al., 2018). Esto
ocurrié debido a que la concentracion de quimicos utilizada no es la liberada
naturalmente y por lo tanto estos escarabajos antagonistas atraidos podrian ahora

identificar a las palmas reales y hacerlas su objetivo (Maia et al., 2018).

Por ultimo, no pudimos encontrar evidencia estadistica que respalde el rol
del aumento de temperatura para volatilizar quimicos florales en las inflorescencias
de P. aequatorialis para una mayor difusion del aroma y por consiguiente, una
mayor atraccién de insectos (Tabla 4). Tampoco pudimos determinar el efecto de
la humedad (que naturalmente podria estar en la superficie floral o en el ambiente
alrededor de la inflorescencia) en interaccion con el calor y el olor producidos por
las flores de P. aequatorialis (Tabla 5). Esto pudo deberse (i) a los argumentos
previamente expuestos sobre la comparacion entre calor y frio, (i) a una
inadecuada cantidad de quimico, (iii) a la baja cantidad de repeticiones, (iv) a la
falta de independencia entre tratamientos a causa de la corta distancia o (v) que el

disefio experimental no haya sido el mas adecuado.

No obstante, son muchos los estudios que proponen el rol de la energia
térmica en el incremento de la volatilizacién de quimicos atractivos en el aroma
floral (Bay, 1995; Bernal y Ervik, 1996; Listabarth, 1996; Azuma et al., 1999; Ervik
y Barfod, 1999; Thien et al., 2000; Consiglio y Bourne, 2001; Knudsen et al., 2001;
Lamprecht et al., 2002; Voeks, 2002; Nufiez et al., 2005; Seymour y Matthews,
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2006; Maia, Schlindwein, Navarro y Gibernau, 2010; Barfod et al., 2011; Nufiez et
al., 2015; Pincebourde et al., 2016; Mendes et al., 2017; Hoe et al., 2018; Straarup
et al., 2018; Barbosa et al., 2020; Brieva-Oviedo et al., 2020; Yousefi et al., 2020).
Barbosa et al. (2020) propone que la liberacion floral de olor y calor es esencial
para atraer polinizadores y, de manera mas general, pudo contribuir a la evolucién
de estrategias de reproduccién dentro de Arecaceae. En Bactris bifida, B. gasipaes,
B. monticola, Oenocarpus y M. flexuosa la antesis de las inflorescencias de ambos
sexos estd sincronizada con una temperatura mas alta que el ambiente en las flores
y una mayor emision de olor (Listabarth, 1996; Nufiez et al., 2015; Mendes et al.,
2017). Esta aparicibn combinada también ha sido registrada en Araceae,
Annonaceae, Magnoliaceae y Nymphaeaceae (Seymour y Schultze-Motel, 1997;
Lamprecht et al., 2002).

Facilitar la emision de olores es la funcién térmica de mayor importancia
aparente debido a que los olores son fundamentales para la atraccion de
polinizadores, sobre todo escarabajos que son mas sensibles a sefiales quimicas
(Anstett, 1999; Ervik y Barfod, 1999; Knudsen et al., 2001; Mendes et al., 2017,
Straarup et al., 2018). A pesar de que en este estudio no fueron evaluadas, también
se han propuesto otras funciones de la endotermia vegetal en el desarrollo floral, la
fertilizacion y algunas relacionadas con la atraccion, la permanencia temporal, la
ejecucién de actividades en el tejido floral y el abandono de los insectos durante el
evento polinizador (Bay, 1995; Bernal y Ervik, 1996; Listabarth, 1996; Seymour y
Schultze-Motel, 1997; Azuma et al., 1999; Ervik y Barfod, 1999; Thien et al., 2000;
Consiglio y Bourne, 2001; Seymour y Matthews, 2006; Maia et al., 2010; Barfod et
al., 2011; Pincebourde et al., 2016; Hoe et al., 2018; Straarup et al., 2018; Barbosa
et al., 2020).

Las flores masculinas, al invertir menos recursos y energia en el desarrollo
de la infrutescencia, podrian desarrollar una mayor cantidad de tejidos para la
polinizaciéon (Khorsand Rosa y Koptur, 2013). Cabe mencionar que el polen tiene
una alta viabilidad para soportar el viaje hacia su destino en los estigmas (Mendes
et al., 2017). Incluso se propone que existe una fuerte relacion entre el éxito
reproductivo de palmas dioicas y la provision continua de polen desde las flores

masculinas (Maia et al.,, 2021). Por otro lado, las flores femeninas estan
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directamente involucradas en la reproduccion lo que explicaria su optimizacion en
el tamafio (Khorsand Rosa y Koptur, 2013). Esta fenologia sexual es caracteristica
del dimorfismo en P. aequatorialis y también de otras palmas. Proponemos que
esta diferencia de tamafio explicaria la mayor emision de olor desde las flores
estaminadas en comparacion con las pistiladas. También sugerimos que el rapido
decrecimiento de la termogénesis al momento de la apertura floral masculina se
debe a la brusca exposicién al ambiente frio de una gran cantidad de tejido. Esta
desventaja seria compensada por una mayor duracién de la termogénesis, la
liberacion de aroma y la receptividad de las inflorescencias femeninas para atraer
por engafio a los polinizadores. Ademas, estimamos que la compacta forma de las
flores femeninas junto con sus tépalos y estigmas delgados y abundantes podrian
ser una forma para reducir el tejido expuesto a los polinizadores. De esta manera
evitan la oviposicion, la florivoria u otra actividad que posiblemente afecte el

desarrollo de la semilla.

En el mutualismo entre palmas y escarabajos, un recurso de intercambio
subestimado ha sido el calor. Proponemos que la asociacion calor y olor se
mantiene no solamente para volatilizar los aromas sino también para que esta
mayor difusién de la sefial atrayente quimica sea relacionada con una recompensa
térmica directa. La visita de insectos también es para acceder al calor como
recompensa, que incrementa su endotermia corporal y reduce el costo de
actividades para cumplir su ciclo de vida y para dirigirse hacia otras flores llevando
la carga polinica (Seymour y Schultze-Motel, 1997; Ervik y Barfod, 1999; Maia et
al., 2010; Barfod et al., 2011; Hoe et al., 2018; Straarup et al., 2018). A su vez,
ambas sefales (calor y olor) pueden asociarse a la disponibilidad de tejidos florales.

6.3.3 POLINIZACION MEDIANTE ENGANO POR MIMETISMO

Para que la polinizacidon ocurra, en general se necesita que las plantas
emitan una sefial atrayente y otorguen una retribucion, a cambio los insectos

visitantes trasladan el polen a otras plantas con las mismas caracteristicas.

En las inflorescencias masculinas de las palmas se han registrado

recompensas alimenticias (Kluchmeister et al., 1997; Anstett, 1999; Barfod et al.,
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2011; Silberbauer-Gottsberger et al., 2013; Rios et al., 2014; Mendes et al., 2017;
Straarup et al., 2018) y tejido vegetal para diversas actividades (Bay, 1995; Bernal
y Ervik, 1996; Klichmeister et al., 1997; Anstett, 1999; Ervik et al., 1999; Ervik y
Barfod, 1999; Consiglio y Bourne, 2001; Dufay y Anstett, 2003; Barfod et al., 2011,
Silberbauer-Gottsberger et al., 2013; Rios et al., 2014; Straarup et al., 2018;
Barbosa et al., 2020; Brieva-Oviedo et al., 2020). Ademas, se han registrado
mutualismos de dependencia debido a que varios polinizadores cumplen algunas
etapas de su ciclo de vida en las inflorescencias (Hossaert-McKey, Soler, Schatz y
Proffit, 2010; Nufiez et al., 2015).

Nuestras observaciones en campo confirman que los escarabajos son
atraidos hacia los tejidos florales masculinos y ahi encuentran sitios de
apareamiento y oviposicion. Incluso se observaron coleopteros (Nitidulidae,
Curculionidae y Staphylinidae) emergiendo de las inflorescencias masculinas (en
grandes cantidades) y femeninas (en pequefias cantidades) los primeros dias

después de la antesis.

En algunas inflorescencias femeninas de palmas los visitantes se alimentan
(Anstett, 1999; Mendes et al., 2017; Barbosa et al., 2020) y utilizan sus tejidos
(Bernal y Ervik, 1996; Barfod et al., 2011). No obstante, en flores pistiladas en
sistemas dioicos se registran mecanismos de defensa contra el desarrollo y la
depredacion por larvas y la oviposicion (Anstett, 1999; Dufay y Anstett, 2003; Dufay
y Anstett, 2004; Rios et al., 2014).

Sin embargo, Ervik et al. (1999), al no encontrar una recompensa para los
grupos visitantes de las infloresencias femeninas de especies de Phytelephas,
plantea la atraccion por automimetismo olfativo. EI mimetismo ha sido descrito
como una estrategia adaptativa en respuesta al conflicto evolutivo por no ofrecer
recompensa en un sistema dioico (Dufay y Anstett, 2003; Russell, Kikuchi, Giebink
y Papaj, 2020). En ocasiones, la flor imitadora ofrece recompensa pero de menor
calidad o cantidad que la flor imitada (Dufay y Anstett, 2003; Yang, Niu, Sun, Cai y
Chen, 2020). Algunas caracteristicas comunes en el engafio por mimetismo suelen
ser el solapamiento de funcién, distribucion y tiempo de antesis (Soler, Proffit,

Bessiere, Hossaert-McKey y Schatz, 2012; Hossaert-McKey et al., 2016), mayor
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frecuencia del individuo modelo que del imitador (Listabarth, 1993; Krishna y
Somanathan, 2018; Larue, Austruy, Basset y Petit, 2021), la necesidad de un
polinizador por parte del imitador, mayor forrajeo en el modelo y similitud adaptativa
en la fenologia floral (e.g. el olor floral; Knudsen et al., 1999; Castillo, Caballero,
Boege, Fornoniy Dominguez, 2012; Soler et al., 2012; Hossaert-McKey et al., 2016;
Russell et al., 2020; Yang et al., 2020). Como resultado, los visitantes no pueden
determinar si se trata de una flor masculina o femenina y si se trata de una flor con
recompensa o0 una engafosa (Tollsten y Knudsen, 1992; Dufay y Anstett, 2003;
Hossaert-McKey et al., 2010; Weldon, 2016; Yang et al., 2020) y la polinizacién
ocurre por error (Krishna y Somanathan, 2018; Yang et al., 2020). De esta manera,
se produce seleccién positiva para el engafo y aumenta la aptitud del imitador y del
modelo debido al éxito en la polinizacion (Soler et al., 2012; Yang et al., 2020). No
obstante, no debemos pasar por alto el aprendizaje por experiencia, las limitaciones
sensoriales, la precisibn de la percepcion, la capacidad de eleccion y el
comportamiento de los insectos visitantes de lo cual muy poco se sabe (Dufay y
Anstett, 2003; Russell et al., 2020; Yang et al., 2020) y para lo que se necesitan
estudios neuroetoldgicos (Weldon, 2016).

Las flores femeninas compiten con las grandes y atractivas flores masculinas
por la atraccion de visitantes en Phytelephas (Ervik et al., 1999). Este conflicto se
reduce cuando las inflorescencias pistiladas se abren en la noche después de que
las estaminadas se enfrian, liberan cada vez menos olor y disminuye el espacio
para la oviposicion (Bernal y Ervik, 1996; Ervik et al., 1999). Estas divergencias en
el tiempo de antesis pueden ser contempladas como caracteres sexuales
secundarios (Ervik et al., 1999; Nadot et al., 2016). El patron diferencial de apertura
(masculina de mafiana y femenina de noche) se ha registrado en P. seemannii
(Nadot et al., 2016), A. natalia y P. aequatorialis (Bernal y Ervik, 1996).

Dentro de Arecaceae, la imitacion de olores también se ha estimado para P.
seemannii debido al pronto abandono de los visitantes al reconocer el engafio de
la flor pistilada (Bernal y Ervik, 1996). Otras palmas con inflorescencias femeninas
mimeéticas (sin recompensay con aroma similar a la flor estaminada) son C. humilis
(Anstett, 1999; Dufay et al., 2004), Attalea funifera (Voeks, 2002), Calamus
castaneus (Kidyoo y McKey, 2012; Khorsand Rosa y Koptur, 2013), M. flexuosa
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(Mendes et al., 2017), M. saccifera (Copete et al., 2018), S. coronata (Barbosa et
al., 2020) y A. aculeata (Carreiio-Barrera et al., 2021).

Los patrones termogénicos de las inflorescencias han sido infravalorados en
el mimetismo y en la polinizacién. Debido a que el mimetismo de olores por si solo
asegura la transferencia de polen conespecifico como se ha observado en otras
especies. Sin embargo, en modelos como en P. aequatorialis en los que no solo
hay dioecia sino también alto dimorfismo sexual, la temperatura puede jugar un

papel decisivo en el engafio y en el éxito de reproduccion.

Proponemos el mimetismo intersexual como mecanismo de reproduccion en
P. aequatorialis. A causa del alto grado de similitud en rasgos florales como
dinamica de produccion de calor y composicién quimica del olor floral, los visitantes
no distinguen entre inflorescencias masculinas y femeninas. Es asi como se
mantiene el mutualismo que permite el traslado de polen para la tagua y el acceso
a recursos y el desarrollo de etapas en el ciclo de vida de las especies en la

comunidad de insectos.
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7 CONCLUSIONES

1. La entomofauna de P. aequatorialis corresponde a una diversa comunidad de
insectos dominada por coledpteros de las familias Nitidulidae, Curculionidae y
Staphylinidae que visitan las inflorescencias masculinas y femeninas.

2. En este estudio proponemos la importancia de la emisién de olor floral y de la
produccion de calor en la polinizacién de P. aequatorialis. El olor liberado se
compone casi en su totalidad por el compuesto p-metil anisol en las
inflorescencias masculinas y femeninas. La endotermia floral alcanza valores
medios alrededor de los 9°C y 8°C por sobre la temperatura ambiental para las
inflorescencias masculinas y femeninas, respectivamente.

3. Ademas, presentamos evidencia que soporta la hipétesis de mimetismo
intersexual para el modelo dioico y altamente dimérfico de P. aequatorialis.
Estos rasgos particulares: periodo de antesis, composicion quimica del olor
floral y patrones de termogénesis, posiblemente permitan el establecimiento de
estrechos mutualismos con grupos especializados de polinizadores, sensibles
a estas sefales, que obtienen determinadas recompensas por su Sservicio
polinizador.

4. Los bioensayos revelan que existe diferencia entre las medias de atraccion de
insectos de los diferentes tratamientos que combinan calor, olor y humedad,
siendo la combinacién entre Calor+Quimico la mas eficiente, a pesar de no

encontrar evidencia estadistica de esta interaccion.

Estudiar los sistemas de polinizacién de P. aequatorlialis es fundamental
porque estos controlan la transmision genética a la siguiente generacion, el flujo
génico, la diversidad alélica dentro y entre poblaciones, y la endogamia (Barfod et
al., 2011). También es imperativo conocer el proceso de polinizacion para
desarrollar métodos sostenibles de gestidn y manejo, estrategias de conservacion
y una buena gestion del paisaje y de los servicios ecosistémicos asociados a la

polinizacién (Khorsand Rosa y Koptur, 2013).

Las variaciones ambientales pueden alterar los sistemas reproductivos, en
particular la relacion planta-insecto-ambiente (Nordstrom et al., 2017). En particular,

los eventos antropogénicos globales como el cambio climéatico; o locales como los
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cambios en el uso de la tierra (bosque a pastizal) pueden causar variaciones en la
fenologia floral (Nordstrom et al., 2017). En consecuencia, se podria afectar la
interaccion con los polinizadores silvestres (Nordstrom et al., 2017). El efecto
antropogénico puede impactar a nivel genético con un incremento en la deriva
genética y la endogamia en poblaciones fragmentadas (Montufar, Anthelme,
Pintaud y Balslev, 2011). Ademas, en poblaciones fragmentadas, como ocurre en
P. aequatorialis, también se reduce el flujo genético y las especies introducidas
(invertebrados) pueden afectar, via competicion, a los mecanismos reproductivos
en las palmas nativas (Khorsand Rosa y Koptur, 2013). Las palmas dioicas tienen
mayor sensibilidad a la deforestacion, la fragmentacién y a las degradaciones del
habitat las cuales pueden tener efectos negativos en los mecanismos reproductivos
(Rios etal., 2014). En este contexto, las estrategias de conservacion deben basarse
en la proteccién del pool genético, el cual es una expresion del funcionamiento de
mecanismos optimos de polinizacién (Rios et al., 2014). Por esta razon, es
importante el desarrollo de investigaciones que exploran tanto las dinamicas de
poblaciones de insectos asociados a la polinizacion como su interaccién con las

estrategias fisiologicas y morfoldgicas de las plantas (Nadot et al., 2016).

Ademas, P. aequatorialis no es Unicamente un recurso forestal no
maderable, pero también un proveedor de una amplia gama de servicios
ecosistémicos que incluyen servicios de aprovisionamiento, regulacion, culturales
y de apoyo a los ecosistemas (Montufar, Gehrung, Ayala y Atallah, 2022); y

adicionalmente posee un alto potencial econémico en la industria.
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Figura 1. Curva de acumulacion de especies para un determinado namero
de trampeos en las inflorescencias masculinas (verde, trampeos = 54) y
femeninas (naranja, trampeos = 76) de P. aequatorialis. La zona sombreada
representa la desviacion estandar para cada valor de la curva. Elaborado utilizando
el programa Rstudio (paquete VEGAN y funcion specaccum mediante la
randomizacién de los trampeos y 100 permutaciones).
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Figura2. Andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)
sobre las comunidades de insectos que visitan las inflorescencias
masculinas (n = 54) y femeninas (n = 76) de P. aequatorialis en la Reserva
Otongachi 2021. El valor de estrés (stress value) = 0,1483354 fue calculado con
lenguaje R. La imagen es un grafico de poligono realizado con el paquete
GGPLOT2 en Rstudio. Cada morfoespecie presenta un cddigo segun la familia o
subfamilia a la que pertenece: Coleoptera: ST = Staphylinidae, CU = Curculiondae,
ND = Nitidulidae, HIST = Histeridae, SCO = Scolytinae, CHRY = Chrysomelidae,
SYLV = Silvanidae, PTIL = Ptilidae, MONO = Monotomidae, DYN = Dynastinae,
CAR = Carabidae, DERM = Dermaptera, Hymenoptera = HYM, Diptera = D.

Analisis Simper para infloresencias masculinas Analisis Simper para infloresencias femeninas

236845888

Figura 3. Gréfico de pastel con las abundancias medias por grupo de las
comunidades de visitantes de las inflorescencias masculinas y femeninas de
P. aequatorialis. A la izquierda los valores para las inflorescencias masculinas y a
la derecha los valores para las inflorescencias femeninas. Las diez morfoespecies
mas abundantes para inflorescencias masculinas y femeninas calculadas en el
andlisis SIMPER con el paquete VEGAN para lenguaje en R.
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Figura 4. Superposicion de picos detectados en las cromatografias con el
programa OpenChrome de lamuestrade olores colectados en inflorescencias
masculinas y femeninas de P. aequatorialis en antesis. El pico predominante
~18 minutos corresponde al p-metil anisol. Las lineas naranjas corresponden a
inflorescencias femeninas (n = 6) y las lineas verdes a inflorescencias masculinas
(n=5).
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Media de temperatura de estambres, ovarios y espatas junto a su comparacién con el aire
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Figuras 5. Patrones de variaciéon térmica del promedio de las temperaturas
maximas de los diferentes tejidos en inflorescencias femeninas (n = 5) y
masculinas (n = 4) de P. aequatorialis, antes, durante y después de la antesis
floral. Las lineas soélidas corresponden al cambio de temperatura antes de la
antesis (2h antes), durante la antesis y después de la antesis (2h después, 4h
después y 6h después). Las lineas entrecortadas representan la diferencia de
temperatura de los tejidos en relacion con la temperatura del aire en el periodo de
tiempo de ocho horas (antes, durante y después de la antesis).
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Figura 6. Gréfico de caja del nUmero de insectos capturados en los tres
tratamientos de cada experimentacion en campo (calor y olor; calor y
humedad). A la izquierda las cantidades totales para los ensayos de calor y olor, y
a la derecha las cantidades totales para los ensayos de calor y humedad. Circulo
blanco = valor extremo. Barra inferior = valor minimo. Borde inferior de la caja =
primer cuartil (Q1). Linea solida gruesa = mediana o segundo cuartil (Q2). Borde
superior de la caja = tercer cuartil (Q3). Rango intercuartil (Q1 — Q3). Barra superior
= valor maximo. Grafico elaborado con el programa Rstudio (boxplot).
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10 TABLAS

Tabla 1. Media de indices de diversidad de los trampeos en

inflorescencias masculinas (n = 54) y femeninas (n = 76) de P. aequatorialis.

Shannon Simpson InvSimpson Evenness
Masculino 1,636 0,681 3,931 0,171
Femenino 1,628 0,706 4,305 0,164

Shannon, indice de diversidad de Shannon; Simpson, indice de diversidad de Simpson; Invimpson,
indice inverso de Simpson; Evenness, indice de uniformidad.

Tabla 2. Abundancias medias por grupo de las diez morfoespecies mas

abundantes calculadas en el anélisis SIMPER.

Morfoespecie % disimilitud  Masculino Femenino

ND5 20,800% 93,741 45,260
STS5 12,220% 30,648 55,932
HIST1 7,470% 19,426 15,027
ND4 6,132% 10,926 80,260
CU2.CU5 5,650% 17,556 29,863
CuU3.9 4,509% 10,889 19,014
PTIL1 3,159% 5,889 4,589
Cul 4 2,227% 5,296 14,178
ST6 1,870% 6,722 9,055
SYLV1 1,867% 2,389 14,123

% disimilitud, Porcentaje de disimilitud; Masculino, Abundancia media en la comunidad de insectos
que visitan las inflorescencias masculinas; Femenino, Abundancia media en la comunidad de
insectos que visitan las inflorescencias femeninas, ST, Staphylinidae; CU, Curculiondae; ND,
Nitidulidae; HIST, Histeridae; SYLV, Silvanidae; PTIL, Ptiliidae.

Tabla 3. Analisis de varianza de un factor realizado con Analisis de Datos
de Excel sobre la comparacion de porcentajes del pico ~18 minutos (p-metil

anisol) entre inflorescencias masculinas y femeninas de P. aequatorialis.

Promedio Varianza Probabilidad F Fcritico
Masculino 97,2486 2,3079103
Femenino 97,92875 2,33431092

0,526878002 0,4432554 5,59144785
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Tabla 4. Resultados del andlisis de varianza de dos factores realizado con
Rstudio sobre la cantidad de insectos atraidos (con transformacién

logaritmica) en cada tratamiento en el ensayo de interaccion de calor y olor.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Temperatura 1 0,1876 0,1876 1,0195 0,3268
Olor 1 5,9257 5,9257 32,2092 2,738e-05 ***

Df, grados de libertad; Sum Sq, suma de cuadrados; Mean Sq, cuadrados medios; F value, valor F;
Pr(>F), probabilidad del estadistico F.

Tabla 5. Andlisis de varianza de dos factores realizado con Rstudio sobre
la cantidad de insectos atraidos en cada tratamiento en el ensayo interaccion

de calor y humedad.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Temperatura 1 64688 64688 5,9564 0,03733 *
Humedad 1 312 312 0,0288 0,86905

Df, grados de libertad; Sum Sqg, suma de cuadrados; Mean Sq, cuadrados medios; F value, valor F;
Pr(>F), probabilidad del estadistico F.
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11 MATERIAL SUPLEMENTARIO
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g

Tejldo floral
W oo
B Espeum
B estomores
I ovarios

Temperatura promedio

Figura7. Grafico de barras del cambio de temperatura de distintos tejidos
florales en inflorescencias masculinas (n = 4) y femeninas (n = 5) de P.
aequatorialis, antes, durante y después de la antesis. Espata M = espata
masculina, Espata F = espata femenina, -2 = dos horas antes de la antesis, 0 =
antesis, 2 = dos horas después de la antesis, 4 = cuatro horas después de la antesis
y 6 = seis horas después de la antesis. Datos derivados del analisis estadistico en
Excel. Gréfico elaborado con el programa Rstudio (paquete GGPLOT?2).
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Figura8.  Grafico de barras del cambio de temperatura de distintos tejidos
florales en inflorescencias masculinas (n = 4) y femeninas (n = 5) de P.
aequatorialis, en comparacion con la temperatura del aire, antes, durante y
después de la antesis. EspataM-aire = temperatura de espata masculina menos
la temperatura del aire, EspataF-aire = temperatura de espata femenina menos la
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temperatura del aire, -2 = dos horas antes de la antesis, 0 = antesis, 2 = dos horas
después de la antesis, 4 = cuatro horas después de la antesis y 6 = seis horas
después de la antesis. Datos derivados del analisis estadistico en Excel. Grafico
elaborado con el programa Rstudio (paquete GGPLOT?2).
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