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Resumen

El tamanfo de la semilla ha sido uno de los rasgos vegetales mas
estudiados por su posicién ecoldgica pivotante entre los procesos
de dispersion y los procesos de emergencia, supervivencia y esta-
blecimiento de especies. Frecuentemente, la mayor parte de la
variacion en este rasgo se localiza dentro de la planta y supera a
la variacion entre plantas y entre poblaciones, y se ha propuesto
que la adjudicacion de recursos de la planta y el tipo de poliniza-
cién son las principales fuentes de tal variacion. Este trabajo ex-
plora la variaciéon en la masa de la semilla de Helleborus foetidus
y evalla la importancia relativa de las posibles causas de tal varia-
cién. En dos poblaciones de la especie muestreamos exhaustiva-
mente el peso de la semilla, descomponiendo su variacion en los
sucesivos niveles de poblacion, planta, flor, carpelo y variaciéon
dentro de carpelo. Nuestros resultados confirman que la mayor
parte de la variacion reside dentro de la propia planta. Entre los
posibles factores susceptibles de generar variacion a este nivel
nuestro estudio sugiere que son los relacionados con cuestiones
de adjudicacion de recursos los que influyen mayoritariamente.
En particular, los resultados apuntan hacia un papel relevante de
la funcion floral post-antesis en la adjudicacion de recursos a las
semillas. A falta de investigacion experimental al respecto, suge-
rimos que dicha funcién puede basarse en la capacidad fotosin-
tética que tiene el periantio de la flor de Helleborus foetidus. Por
otra parte, algunas variables relacionadas con el esfuerzo repro-
ductivo de la planta contribuyen a explicar una parte importante
de la variacion entre plantas en peso medio de semillas. En par-
ticular, parte de la variacion a este nivel se debe a un compromi-
so entre produccién y tamano de la semilla y, probablemente, a
costes asociados con el tipo de polinizacion.

Palabras clave: actividad fotosintética floral, anélisis de vias,
costes reproductivos, disefos anidados, fuentes de variacion,
funcién floral post-antesis, Helleborus foetidus, tamafo de se-
milla, variacién dentro de planta.

Abstract

Seed size is one of the plant traits more thoroughly studied in
plant sciences due to its pivoting ecological position between
dispersal processes and emergence, survival and establishment
of plant species. Frequently, most seed size variation is located
within plant, exceeding variation between plants and between
populations. Resource allocation and type of pollination are
some of the main causes of within-plant variation in seed mass.
This work explores seed mass variation in Helleborus foetidus tr-
ying to assess the relative importance of its possible causes. We
thoroughly sampled seed size in two hellebore populations by
partitioning its variance in the hierarchic levels of population,
plant, flower, carpel, and within carpel. Our results show that
the most important source of variance is the within-plant varia-
tion. Among the factors most likely responsible for variability at
this level, our study suggests that resource allocation exerted the
strongest influence. In particular, some evidence points towards
a relevant role of the post-anthesis flower functionality on the
resource allocation to seeds. Although needing further experi-
mental research, we suggest that such functionality is due to the
photosinthetic ability of the perianths of Helleborus foetidus flo-
wers. Some variables related to the reproductive effort accoun-
ted for the between-plant variation in mean seed mass. Particu-
larly, a trade-off between seed mass and seed production and
the costs related to the pollination type are also contribute to the
variation of seed size at this level.

Keywords: Helleborus foetidus, nested designs, path analysis,
photosinthetic floral ability, post-anthesis floral function,
reproductive costs, seed size, sources of variation, within-plant
variation.
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Introduccion

El tamafio de la semilla es considerado como uno
de los rasgos vegetales de mayor relevancia ecolégica
y, consecuentemente, ha sido uno de los mas profun-
damente estudiados. Su importancia radica en ser un
rasgo que ocupa una posicion pivotante en la ecologia
de las plantas, al estar asociado tanto con la capacidad
de las especies de dispersarse y establecerse (Willson,
1983; Westoby & al., 1992, 1996; Leishman & al.,
2000) como con caracteristicas de la planta como la
probabilidad de emergencia, establecimiento y super-
vivencia, la forma de crecimiento y la altura (Jurado &
al., 1991; Leishman & Westoby, 1994; Leishman & al.,
1995; Alexander & al., 2001).

Aunque a menudo es considerado como uno de los
pardmetros reproductivos mas constantes de las plan-
tas (Fenner, 1985; Susko & Lovett-Doust, 2000), la
realidad es que existe una importante variacion aso-
ciada al tamafo de la semilla (Wolf & al., 1986; Mi-
chaels & al., 1988; Leishman & al., 2000). Esta varia-
cién se ha puesto de manifiesto entre poblaciones, en-
tre afios y entre individuos, pero la més substancial es
la detectada dentro de plantas individuales (Thomp-
son, 1984; Michaels & al., 1988; Stockling & Favre,
1994; Vaughton & Ramsey, 1997, 1998).

La variacién en el tamano de las semillas de una
misma planta establece un importante marco de estu-
dio por diversas razones. Segtin predice la teorfa, las
plantas deben proveer a todas las semillas de la misma
cantidad de recursos y tender a producir semillas de
un Gnico tamafio dptimo, por lo que, ante fluctuacio-
nes en la disponibilidad de recursos, las plantas opta-
rian por modificar el nimero de semillas antes que su
peso (Smith & Fretwell, 1974; McGinley & al., 1987;
Haig & Westoby, 1988). Ademis, la notable variacion
existente en el tamafio de la semilla se muestra incon-
sistente con la evidencia empirica de una fuerte selec-
cién direccional hacia semillas de tamafios grandes
(Mazer, 1987; McGinley & al., 1987; Winn, 1988). La
ventaja de esta seleccion residiria en que semillas mds
grandes dan a las plantulas mas ventajas de cara a la
germinacion, establecimiento y supervivencia (Herre-
ra & al., 1994; Leishman & Westoby, 1994; Jakobsson
& Eriksson, 2000; Susko & Lovett-Doust, 2000; Paz
& Martinez-Ramos, 2003; Alcantara & Rey, 2003, en-
tre otros). Habida cuenta de la importancia que para
la eficacia bioldgica de las plantas tiene el tamafio de la
semilla, es importante conocer cudles son los mecanis-
mos y factores responsables de su variacion.

Por un lado, la variacién en el tamano de la semilla
dentro de planta puede tener un caracter adaptativo.
Entre las razones para ello estan las respuestas que di-
cha variacién ofrece ante ambientes variables (Harper

& al., 1970; Janzen, 1977, 1978, 1982; Leishman & al.,
2000; Hereford & Mirouchi, 2005) y ante el compro-
miso en las presiones selectivas que ejercen, por un
lado, los dispersantes y, por otro, el ambiente de ger-
minacién y desarrollo de las plantulas (Alcantara y
Rey, 2003; Gémez, 2004). La ausencia de una fuerte
seleccion o su variabilidad temporal, estarian también
directamente implicadas en el mantenimiento de la
variabilidad en el tamafo de la semilla (Pitelka & al.,
1983; Thompson, 1984). En este orden de cosas, Ge-
ritz (1995) cataloga de Estrategia Evolutivamente Es-
table a todos los mecanismos que contribuyen a man-
tener esta variabilidad, mecanismos que podrian ac-
tuar tanto antes de que se establezca un tamafo 6pti-
mo definitivo, como después.

Por otra parte, la variabilidad genética entre plan-
tas constituye también un factor de gran relevancia en
la variacién en el tamafo de la semilla. La variacién
genética entre individuos est4 directamente implicada
en la evolucién de este caricter y en muchas ocasiones
subyace al resto de factores implicados (Stanton,
1984; Temme, 1986; Wolfe, 1995). Ademas, la varian-
za en el tamafo de la semilla puede ser el resultado de
cuestiones relacionadas con la adjudicacién de recur-
sos que la planta hace a cada una de sus estructuras je-
rarquicas (Gutterman, 1992; Méndez, 1997; Vaugh-
ton & Ramsey, 1997, 1998), que puede redundar en la
incapacidad por parte de la planta madre de proveer a
todas sus semillas de igual cantidad de recursos. Esta
incapacidad puede ser debida a restricciones fisicas o
fisioldgicas asociadas a la posicion de los frutos en la
planta (Schaal, 1980; Waller, 1982; Gutterman, 1992;
Méndez, 1997), o de las semillas dentro de los frutos;
y también puede deberse a cambios temporales en el
entorno fisico o fisiologico de la planta (Cook, 1975;
Cavers & Steel, 1984). Por dltimo, el tipo de poliniza-
cién (Richards, 1986; Jordano, 1993) y los costes aso-
ciados a ésta (Sakai & Sakai, 1996) también han sido
propuestos entre los factores que afectan a la variabi-
lidad en tamafio de la semilla, de forma que normal-
mente es de esperar que la xenogamia produzca semi-
llas de mayor tamafno que las producidas por autoga-
mia (Manasse & Stanton, 1991; Wolfe, 1995).

Tal y como se ha reflejado, el origen de la variabili-
dad en el tamafio de la semilla depende de diversos fac-
tores que, aunque lejos de ser mutuamente excluyen-
tes, si que pueden predominar unos sobre otros. A lo
largo de este trabajo se tratara de cuantificar la magni-
tud de la variacion en el tamano de las semillas de He-
lleborus foetidus y de valorar la importancia relativa de
los procesos ecoldgicos y evolutivos responsables de
generar esta variabilidad. Para ello se efectta una par-
ticion de la varianza segin los sucesivos niveles jerar-



J.L. Garrido & al.: Tamafio de semilla en Helleborus foetidus 117

quicos de carpelo, fruto, planta y poblacién. La varia-
bilidad en el peso de las semillas de una misma planta,
niveles carpelo y fruto, suele estar relacionada con pa-
trones de adjudicacion de recursos de la planta y, ade-
mas, con el tipo de polinizacién y los costes asociados
a ésta (ver referencias citadas con anterioridad). La va-
riacion entre plantas dentro de una misma poblacién
indica normalmente diferencias genéticas (Temme,
1986; Stanton, 1984; pero véase Wolfe, 1995) y/o mi-
croambientales entre las plantas de una misma locali-
dad (Vaughton & Ramsey, 1998, pero véase Halpern,
2005). Por tltimo, la variacién entre distintas localida-
des puede revelar diferencias ambientales, diferencias
en el servicio de los polinizadores y en los niveles de
autopolinizacién espontinea, ademas de poder estar
relacionada con una posible diferenciacién genética
del tamano de la semilla entre localidades (Thompson,
1984; Winn, 1991; Obeso, 1993; Stockling & Favre,
1994; Vaughton & Ramsey, 1997, 1998).

Material y métodos
Especie y drea de estudio

Helleborus foetidus L. (Ranunculaceae), heléboro
en adelante, es una planta herbacea rizomatosa peren-
ne ampliamente distribuida por Europa occidental
(Werner & Ebel, 1994). En la Peninsula Ibérica la es-
pecie aparece principalmente en el sotobosque de bos-
ques caducifolios y mixtos y en habitat abiertos
de matorral disperso. Cada planta adulta se compone
de uno o varios vastagos que desarrollan una inflores-
cencia terminal al cabo de 3-5 afos. La especie florece
en invierno (de enero a marzo), madura sus frutos de
marzo a junio y los carpelos liberan las semillas en ju-
nio-julio. El periantio de la flor persiste después de la
antesis, permaneciendo de color verde. Dicho color se
pierde cuando el fruto (también verde) madura, tor-
nandose entonces amarilla. Las flores son apocarpicas,
con 1-5 carpelos (normalmente 2-3), y cada carpelo
contiene 10-15 semillas con elaiosoma, un apéndice
fundamentalmente lipidico que es atractivo para las
hormigas (ver Herrera & al., 2001, 2002 para mds de-
talles sobre la especie).

El estudio se llevé a cabo en tres localidades de la
provincia de Jaén. Dos de las localidades, concre-
tamente el “Puerto de La Mata” (37°44’N 3°28’'W,
1650 m) y “LaPasailla” (37°43’N 3°30°W, 1440 m), es-
tan enclavadas en Sierra Magina, mientras que la ter-
cera localidad, el “Collado de Géntar” (38°16’N
2°32’W, 1550 m), se halla en la Sierra de Segura. La ve-
getacion dominante en Puerto de la Mata y en Colla-
do de Géntar es un matorral parcheado abierto medi-
terraneo de media-alta montana, con predominancia
de especies arbustivas como Berberis hispanica, Rosa

canina y Crataegus monogyna. La Pasailla se enclava
en un bosque mixto de Quercus ilex ssp. ballota y
Quercus faginea. Las localidades seran denominadas
“Mégina Abierto”, “Segura” y “Mégina Bosque”, res-
pectivamente, de aqui en adelante.

Patron general de variacion natural
en el peso de la semilla

Tanto en Magina Abierto como en Segura se esco-
gieron 30 plantas y tomamos 5 frutos (con dos o mas
carpelos cada uno) de cada una de ellas. De cada car-
pelo se pesé la mitad, elegida al azar, de sus semillas
cuajadas. Las didsporas fueron recolectadas de carpe-
los en el estadio final de maduracién y posteriormen-
te contadas y clasificadas segtin los sucesivos niveles
jerarquicos de carpelo, fruto, planta y poblacién. El
ndmero total de semillas pesadas fue de 4425 corres-
pondientes a 60 plantas procedentes de dos poblacio-
nes distintas. Después se secaron en estufa a 60 °C
hasta peso constante, para obtener el peso seco de la
diaspora completa. Seguidamente, se les eliminé el
elaiosoma para obtener el peso de la semilla (PSEM),
que sera nuestra estima del tamano de la semilla.

Esfuerzo reproductivo y peso medio
de las semillas por planta

Para explorar esta relacion se usaron plantas de las
poblaciones de Magina Abierto (20 plantas) y Méagina
Bosque (14 plantas). A cada planta se le estim6 la pro-
duccién total de semillas (PROD) como el producto
del nimero de frutos por planta, el nimero medio de
carpelos por fruto y el ntimero de semillas producidas
por carpelo. El nimero de flores por planta se contd
al inicio de la fase reproductiva para evitar pérdidas
por determinados factores, como la herbivoria floral.
Ademas de la produccion total, se estimaron otros pa-
rametros del esfuerzo reproductivo de la planta, como
el nimero medio de évulos por carpelo (NOVC), la
proporcién de carpelos que finalmente maduraron y
produjeron semillas con respecto a los carpelos que
inicialmente tenia la flor (Carpel Set, en adelante) y la
proporcioén de semillas cuajadas respecto a los 6vulos
producidos por carpelo (Seed Set, en adelante).

Analisis de datos

La exploracion del patrén natural de variacion del
tamano de la semilla se llevo a cabo ajustando un Mo-
delo Linear Mixto a los datos observacionales median-
te el moédulo MIXED de SAS (SAS Institute, 1996),
modulo que nos permite trabajar simultineamente
con factores aleatorios y fijos. El procedimiento em-
pleado para el ajuste del modelo fue el de Restricted
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Maximum Likelihood (REML). Se usé concretamente
éste para evitar los problemas que se derivan de la na-
turaleza no balanceada de los disefnos jerarquicos en la
particion de la varianza (Searle & al., 1992; Under-
wood, 1997; Quinn & Keough, 2002). La varianza to-
tal del peso de las semillas fue descompuesta mediante
un disefio anidado en el que se consideraron los efec-
tos jerarquicos de localidad, planta (localidad), fruto
(planta), carpelo (fruto) y dentro de carpelo.

La influencia del ntiimero de semillas por carpelo,
por fruto y por planta sobre el tamafio de las semillas se
exploré mediante andlisis de covarianza. En dichos
anilisis se comprobd previamente la existencia de ho-
mogeneidad de pendientes en la relacién entre la cova-
riable y cada uno de los niveles del factor categérico co-
rrespondiente. La existencia de dicha homogeneidad
condiciona el tipo de anlisis de covarianza que hay que
realizar. En caso de no existir se procederia con un mo-
delo clasico de ANCOVA vy en caso contrario con un
modelo de pendientes separadas (ver Tabla 2).

La relacion entre las distintas variables usadas para
describir el esfuerzo reproductivo de la planta y el peso
de la semilla fue analizada mediante un Modelo de
Ecuacién Estructural (SEM) y analisis de vias (“Path

Tabla 1. ANOVA anidado del peso de la semilla. Se muestra el
porcentaje de varianza asociada a cada una de estas fuentes. El
término residual explica la variacion dentro de carpelo.

Factores aleatorios Wald-Z P % varianza
Localidad 0,67 0,2526 19,0
Planta (localidad) 4,39 | <0,0001 29,0
Fruto (planta localidad) 9,56 | <0,0001 27,6
Carpelo (fruto planta localidad)| 4,66 | <0,0001 2.1
Residual (dentro de carpelo) 43,37 | <0,0001 22,3

22
20 ]
18

16
12

n? de observaciones
2

o N & O

4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14

Peso medio de las semillas por planta (mg)

analysis”). La hipotesis expresada en el modelo es
comprobada mediante un test de bondad de ajuste que
compara la matriz de covarianza observada con la es-
perada si el modelo fuera correcto. Si el resultado del
test de bondad de ajuste no es estadisticamente signifi-
cativo (P>0.05), el modelo es indistinguible del patrén
observado y describe adecuadamente la relacion entre
las variables. El analisis se realizé con el médulo SE-
PATH de STATISTICA (Statsoft, Inc., 2001), usando
Maximum Likelihood como funcién de discrepancia.
Puesto que el nimero de casos (plantas) considerados
fue relativamente bajo (n = 34), los coeficientes de vias
y su significacion estadistica fueron obtenidos median-
te estimas bootstrap (bias-corrected percentile limits,
Manly 1998) tras 1000 iteraciones.

Resultados

Patron de variacion natural
en el tamano de la semilla

Considerando el conjunto de semillas individuales,
el peso de la semilla varid entre 5,10 y 18,13 mg, mien-
tras que el peso medio de la semilla por planta varié
entre 5,17 y 12,81 mg (consideradas todas las plantas
independientemente de la poblacién de pertenencia).
La distribucion de tamafios de semilla individuales es-
tuvo ligeramente sesgada hacia valores menores de los
esperados (N = 4154, G1 = 0,225 + 0,036, ¢ = 6,11,
P <0,05), indicando que hay menos semillas de tama-
fios grandes que las esperadas segiin la distribucion
normal (Fig. 1). La distribucién también mostré un
coeficiente de curtosis significativo (N = 60, G2 =
1,555 +0,073, t=21,12, P< 0,05), lo que nos muestra
que hay mas semillas agrupadas en torno a la media
que las esperadas por la distribucién normal.
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Fig. 1. Distribucién de frecuencias del peso de las semillas. Se muestra la distribucion para el total de semillas y para el peso medio de

las semillas por planta.
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El patrén de variacion natural mostrado por las se-
millas de heléboro, reflejado en la Tabla 1, muestra
como dentro de una misma poblacién la variacién en-
tre plantas explica de modo significativo un gran por-
centaje de la varianza total (29%), mientras que la va-
rianza debida a diferencias entre poblaciones es sensi-
blemente menor (19%) y no result6 significativamen-
te distinta de cero. La mayor parte de la variacion
ocurre, sin embargo, dentro de plantas (52%) y es ex-
plicada de modo significativo por las diferencias entre
frutos de la misma planta (27,6%), por las diferencias
entre carpelos del mismo fruto (2,1%) y por las dife-
rencias dentro de carpelos (22,3 %).

Variacion dentro de planta

Dentro de planta se pueden concebir al menos tres
niveles distintos de variacion del peso de las semillas:
frutos distintos de una planta, carpelos distintos de un
mismo fruto y dentro de carpelo. Un primer factor
que podria influir sobre tal variacién es la adjudica-
cion diferencial de recursos en cada uno de esos tres
niveles, adjudicacion que es el resultado del producto
de ntimero de semillas por el peso de las semillas. Por
tanto se puede explorar si tal adjudicacion genera la
variacion observada mediante el examen de la in-
fluencia que el nimero de semillas tiene sobre el peso
de éstas a distintos niveles jerarquicos de la planta (Ta-

el niimero de semillas si afect6 al peso medio de las se-
millas, aunque su efecto no fue igual para todos los
frutos de una misma planta [efecto de interaccion sig-
nificativo: NSC*Fruto (planta)]. El analisis a nivel de
planta (columna C) sugiere también un efecto margi-
nal (P = 0,05) del nimero de semillas producido por
la planta (NSP) sobre el peso medio de las semillas
por planta, que es analizado con mas detenimiento a
continuacion.

Esfuerzo reproductivo y peso de la semilla

El modelo que relaciona distintas variables del es-
fuerzo reproductivo con el peso medio de las semillas
(Fig. 2), propone que tres variables del esfuerzo re-
productivo, produccién de semillas (PROD), Seed
Set (SSET) y Carpel Set (CSET), inciden directamen-
te sobre el peso medio de las semillas (PSEM), mien-
tras que el nimero de 6vulos por carpelo (NOVC) lo
harfa indirectamente a través de su incidencia en el

Tabla 3. Efectos directos (ED) y totales (ET) sobre las variables
dependientes en el SEM. Los efectos significativos se resaltan en
negrita. r* indica el tanto por uno de varianza explicada para
cada variable dependiente. Acrénimos de las variables referidos
alaFigura 2.

bla 2). En resumen, los analisis realizados para estu-
diar la influencia del niimero de semillas sobre el peso
de la semilla en niveles encajados dentro de la planta
concluyeron que a nivel de fruto (columna B en la Ta-
bla 2), el nimero de semillas (NSF) no incidi6 sobre
su peso, mientras que, a nivel de carpelo (columna A),

Variables dependientes
SSET PROD PSEM

V. Independientes ED ED ET ED ET
NOVC -030, - |-014| - 0,08
SSET - 0,49 0,49|-0,11|-0,28
CSET - -0,09| -0,09| 042 045
PROD - - - -0,35| -0,35
r’ 0,171 0,30 0,45

Tabla 2. ANCOVAs para explorar, a distintos niveles jerarquicos dentro de planta, el efecto del numero de semillas sobre el peso de las
semillas. Notese que los efectos que es posible explorar con cada variable dependiente son distintos, asi como distinto es el significa-
do de los residuos. NSC = nimero de semillas por carpelo, NSF = nimero de semillas por fruto, NSP = nimero de semillas por plan-
ta. Notese también que (A) es un modelo de heterogeneidad de pendientes, mientras que (B) y (C) son modelos con homogeneidad
de pendientes, puesto que, en estos dos Ultimos casos, analisis previos mostraron que no existfa interaccién del numero de semillas y
el peso de la semilla al nivel considerado (ver Métodos, seccion de Analisis de datos). Las celdas vacias de la tabla, marcadas con guio-
nes, corresponden a efectos no aplicables en el anélisis de la columna correspondiente (A, B o C).

Variable dependiente

(A) Peso medio de semilla (B) Peso medio de semilla (C) Peso medio de semilla
por carpelo por fruto por planta
Factores aleatorios Wald-Z P Wald-Z P Wald-Z P
Localidad 0,67 0,2522 0,67 0,2520 0,64 0,2601
Planta (localidad) 4,06 <0,0001 3,97 <0,0001 - -
Fruto (planta) 3,44 0,0003 - - - -
NSC* Fruto (planta) 2,40 0,0082 - - - -
Residuos 12,28 <0,0001 10,79 <0,0001 5,34 <0,0001
Covariable
NSC 0,65 0,4215 - - - -
NSF - - 0,59 0,4425 - -
NSP - - - - 3,93 0,0524




120 Anales del Jardin Botanico de Madrid 62(2) 2005

Seed Set. Ademas, la produccién de semillas estaria
afectada directamente por el Seed Set y Carpel Set y,
por tanto, ambos tienen también una influencia indi-
recta sobre el peso de la semilla. El test de bondad de
ajuste (c?=3,09,df =3, P=0,37) indica que el mode-
lo describe adecuadamente las relaciones entre las va-
riables y, por tanto, corrobora la hipétesis subyacente
de cémo el peso de la semilla es afectado por distintas
variables del esfuerzo reproductivo.

El modelo explicé el 45% de la varianza en el peso
medio de las semillas, que resulté directa y negativa-
mente afectado por la produccién total de semillas de
la planta y positivamente por el Carpel Set. Ademis, el
Seed Set afectd positivamente a la produccién vy, por
tanto, indirecta y negativamente al peso de la semilla.
El efecto total sobre el peso de la semilla del Carpel
Set fue mayor que el de la produccién de semillas y el
del Seed Set (Tabla 3). Finalmente, el niimero de évu-
los por carpelo afecté negativamente al Seed Set y, a
través de la ruta indirecta anteriormente comentada,
tuvo un efecto positivo significativo sobre el peso de la
semilla.

Discusion
Patron natural de variacion

El rango de variacion del peso de las semillas de he-
léboro fue considerablemente amplio. El peso de las

0.89

semillas mas pesadas fue casi 4 veces el de las mas pe-
quenas, mientras que el peso medio de las semillas por
planta fue mas de dos veces mayor para las plantas con
semillas mas grandes que para aquellas con semillas
mas pequenas. La consideracién de mds poblaciones y
areas geograficas amplia aiin mas el rango de variacion
del peso medio de las semillas (Garrido & al., 2002).
Por tanto, se puede concluir que existe una gran va-
riacién del tamafo de la semilla en esta especie, lo que
puede tener importantes implicaciones ecoldgicas y
evolutivas. Nuestros resultados muestran que la varia-
cién mas substancial en el peso de las semillas de helé-
boro se debe a las diferencias dentro de planta, que en
conjunto explican el 52% de la varianza total. Diver-
sos estudios han mostrado variaciones en peso de la
semilla debidas a diferencias entre poblaciones, entre
afos y entre plantas, pero las més substanciales suelen
ser las detectadas dentro de planta (Thompson, 1984;
Wolf & al., 1986; Michaels & al., 1988; Obeso, 1993;
Stockling & Favre, 1994; Vaughton & Ramsey, 1997,
1998; Susko & Lovett-Doust, 2000). Esto indica que
los procesos que influyen la variabilidad en el tamafio
de la semilla operan fundamentalmente dentro de
planta.

La variacion entre plantas dentro de una misma po-
blacién fue también claramente significativa y explicé
una parte importante de variacion en el peso de la se-
milla. Este tipo de diferencias son habitualmente indi-

Fig. 2. Modelo de ecuacién estructural explorando la relacion entre el nimero medio de évulos por carpelo (NOVC), Seed Set medio
(SSET), Carpel Set medio (CSET), produccién total por planta (PROD) y peso medio de la semilla (PSEM), basado en valores correspon-
dientes a N = 34 plantas individuales. Los coeficientes de vias que resultaron significativamente distintos de cero tras estimas bootstrap
se muestran con un asterisco. Tests previos de homogeneidad de pendientes (datos no mostrados) indicaron que la pendiente de la re-
lacion de cada variable con el peso de la semilla (variable dependiente) no diferfa entre localidades, por lo que para dar mayor robus-
tez al analisis se agruparon las plantas de ambas poblaciones. Las flechas con trazo continuo muestran efectos positivos, y las de tra-
zo discontinuo, efectos negativos. El grosor de cada flecha es proporcional al valor del coeficiente de via.
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cativas de diferencias genéticas (Temme, 1986; Stan-
ton, 1984; pero ver Wolfe, 1995) y/o microambienta-
les entre las plantas de una misma localidad (Vaugh-
ton & Ramsey, 1998, pero ver Halpern, 2005).

Variacion en el peso de la semilla
dentro de planta

La bibliografia disponible (ver referencias en Intro-
duccién) sugiere dos causas principales para la varia-
cién del peso de la semilla dentro de planta. Por un
lado, un problema de adjudicacién de recursos a dis-
tintos niveles encajados de la planta, y por otro, el tipo
de polinizacién y sus costes. Para valorar la importan-
cia de estas causas es til la exploracion de la varianza
que existe dentro de cada uno de los niveles encajados
dentro de planta. Nuestros resultados muestran que el
peso de la semilla dentro de planta varié entre frutos,
entre carpelos del mismo fruto y dentro de carpelo.

Variacion entre flores/frutos: La variacion entre fru-
tos de la misma planta fue la mayor fuente de variaciéon
en el peso de la semilla (27,6% de la variacion). Tanto
factores relacionados con la adjudicacién de recursos
como el tipo de polinizacion que sufra cada flor pue-
den contribuir a esta variacion. En lo que se refiere ala
adjudicacion de recursos, puede resultar particular-
mente interesante la existencia de un cierto grado de
autonomia de la flor/fruto para generar recursos pro-
pios con que proveer a sus semillas. Si el fruto tuviera
un cierto grado de autonomia en la adjudicacién de re-
cursos a las semillas que produce, podria interferir con
el patrén de adjudicacion de recursos impuesto por la
planta. De hecho, si la planta controlara totalmente el
reparto de recursos entre sus flores/frutos (y asumien-
do una adjudicacién equitativa de recursos a distintos
frutos), el niimero de semillas producidas por un fruto
afectaria a, o estaria relacionado con, el peso medio de
éstas. Dicho de otra manera, la existencia de tal rela-
cién podria interpretarse también como una prueba
de la inexistencia de un fuerte control a nivel floral del
reparto de recursos entre sus semillas. En nuestro caso,
no se dio tal relacion, de modo que las diferencias en el
peso de las semillas encontradas entre frutos no se de-
ben al nimero de semillas que éstas producen. Este re-
sultado sugiere, por tanto, un cierto grado de interfe-
rencia por parte de la flor/fruto en el patron de adjudi-
cacién de recursos que ejerce la planta, actuando cada
flor/fruto con un cierto grado de autonomia en la ad-
judicacién de recursos hacia sus semillas.

Existe, ademas, otra importante prueba empirica
que apoya esta presunta “autonomia floral”. Las flo-
res del género Helleborus tienen capacidad fotosinté-
tica (poseen un parénquima fotosintético activo) de-

bida a que los sépalos y carpelos tienen clorofila, por
lo que son capaces de producir recursos de forma au-
ténoma a la captacion foliar de la planta. Concreta-
mente, diversos experimentos realizados con H. foeti-
dus han mostrado que, cuando se reduce experimen-
talmente el nimero de sépalos, el peso medio de las
semillas se reduce proporcionalmente a la reduccién
en superficie de los sépalos (Herrera, 2005), lo que
confiere, por tanto, funcionalidad a la persistencia
post-antesis del periantio floral. En Helleborus niger
se ha detectado cémo los leucoplastos presentes du-
rante la antesis (los sépalos de esa especie son blancos
durante la antesis) se van transformando en cloroplas-
tos después de la polinizacién, lo que favorece el apor-
te de recursos en la iniciacion de los frutos. En esta es-
pecie la actividad fotosintética de los sépalos llega a
ser aproximadamente la mitad de la que efecttan las
hojas presentes al mismo tiempo (Salopek Sondi & al.,
2000). Incluso a nivel del nectario se ha encontrado
parénquima fotosintéticamente activo, tanto en Helle-
borus foetidus como en Helleborus bocconer (Vesprini
& al., 1999). Otros estudios con especies no pertene-
cientes al género Helleborus han mostrado también
importantes contribuciones al esfuerzo reproductivo
por parte de recursos fotosintéticos generados por las
flores y los frutos en desarrollo (Bazzaz & al., 1979;
Cipollini & Levey, 1991; Palliotti & Cartechini, 2001;
véanse ademas las revisiones en Blanke & Lenz, 1989,
y Aschan & Pfanz, 2003).

Otros factores que inducirian distintas distribu-
ciones de recursos entre flores serfan efectos fisico-
fisiologicos asociados a la posicion de las flores en la
planta. La posicién puede generar diferencias de ta-
mafo de semillas entre flores. Estas diferencias pue-
den darse en diversos sentidos segtin la especie pre-
sente dominancia basal, como generalmente ocurre
con las herbaceas, o dominancia apical, como es co-
mun en lefosas (Diaz & al., 2004 y referencias alli da-
das). También estan descritos casos en los que existe
una relativa independencia en la asignacién de recur-
sos segtin la posicién (Marquis, 1988). Segtin la domi-
nancia apical de las herbaceas, las flores mas distantes
de la fuente de fotosintatos y nutrientes estarian en
desventaja competitiva frente a las basales, de modo
que flores a las que llegaran menos recursos serian ca-
paces de producir semillas de menor tamano (Schaal,
1980; Waller, 1982; Gutterman, 1992; Méndez, 1997;
Vaughton & Ramsey, 1997, 1998). Estos factores de
posicién de flores no fueron abordados en nuestro
trabajo, pero dado el grado de autonomia floral en la
adjudicacién de recursos no parecen tener una impor-
tancia significativa de cara a explicar la variacion en el
peso de las semillas encontrada entre flores.
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Dejando al margen los factores relacionados con la
adjudicacion de recursos, el tipo de polinizacién tam-
bién puede determinar diferencias en el tamano de la
semilla entre flores, ya que semillas generadas por au-
togamia son frecuentemente mas pequefas que las ge-
neradas por xenogamia (Manasse & Stanton, 1991;
Wolfe, 1995). Resultados obtenidos a partir de cruces
dialelos (C.M. Herrera, datos no publicados) y “half-
sibling” (J.M. Alcantara y PJ. Rey, datos no publica-
dos) sugieren que quién sea la fuente de polen no es
particularmente relevante para el tamafo de la semilla
de esta especie, aunque la polinizacién cruzada incre-
menta ligera, pero significativamente, el peso de la se-
milla (Garrido, 2003; C.M. Herrera, datos no publica-
dos). La influencia menor del tipo de polinizacién so-
bre el peso de la semilla seria congruente con el hecho
de que el heléboro sea una especie autocompatible y
con altos niveles de autopolinizacién auténoma (He-
rrera & al., 2001, 2002) que redunda en semillas apa-
rentemente viables. Merced a ello la planta puede ase-
gurarse un minimo éxito reproductivo independien-
temente de si el servicio de los polinizadores es de
mayor o menor calidad y cantidad. En definitiva, su-
gerimos que el tipo de polinizacién podria tener una
importancia menor para explicar las diferencias en el
tamafio de la semilla dentro de planta.

Variacion entre carpelos de una misma flor: La varia-
cién en este nivel fue escasa en términos relativos
(2,1%), lo que sugiere que no hay un control a nivel
de carpelo sobre el peso de la semilla. El nimero de
semillas en el carpelo afect6 significativamente al peso
de la semilla, aunque esto vari6 entre flores de la mis-
ma planta, lo que apunta m4s bien a un control a nivel
de flor sobre la adjudicacion de recursos a cada carpe-
lo; un control basado en el nimero de semillas que
contenga o en el numero de carpelos por flor. De he-
cho, resultados preliminares apuntan a que el tamano
de la semilla es menor conforme aumenta el nimero
de carpelos por flor (C.M. Herrera, datos no publica-
dos). De modo similar a lo expuesto para las variacio-
nes entre flores, los factores de posicién del carpelo,
no explorados en nuestro estudio, influyen frecuente-
mente sobre el tamafo de la semilla (Vaughton &
Ramsey, 1997, 1998). No obstante, la disposicion en
un mismo verticilo de los carpelos en la flor de helé-
boro, que favorece el acceso equitativo de los carpelos
a los recursos, no hace muy probable un efecto mar-
cado de posicién a este nivel.

Variacion dentro de carpelo: La variacion entre las
semillas de un carpelo contribuy6é también en gran
medida a la varianza total (22,3%). La naturaleza de
nuestros datos no permite aclarar la causa de esta va-
riacion. Sin embargo, las variaciones dentro de carpe-

lo han sido asociadas frecuentemente a la posicion de
las semillas dentro del carpelo y a restricciones espa-
ciales de las semillas derivadas del empaquetamiento
de éstas en el carpelo (Siemens & Johnson, 1995;
Méndez, 1997; Vaughton & Ramsey, 1997, 1998).

Resumiendo, la gran variacion en tamaiio de semi-
lla dentro de planta parece estar relacionada con una
notable autonomia floral en la produccion y adjudica-
cién de recursos, que se refleja en la gran variacién en
el peso de la semilla encontrada entre flores e incluso
dentro de carpelo. Subsidiariamente, el niimero de
carpelos por flor y la posicién y grado de empaqueta-
miento de las semillas dentro del carpelo deben indu-
cir también una notable variacion en las semillas.

Variacion en el peso de la semilla entre plantas

Este tipo de variacién es habitualmente indicadora
de la existencia de diferencias genéticas (Temme,
1986; Stanton, 1984) y/o microambientales entre las
plantas de una misma localidad (Venable, 1992; Mehl-
man, 1993; Obeso, 1993; Lamont & al., 1993; pero
véase Wolfe, 1995). Ademas, el esfuerzo reproductivo
que cada planta efectiie puede tener también una gran
influencia sobre el tamafio de la semilla (Vaughton &
Ramsey, 1997, 1998; Eriksson & Jakobsson, 1999),
aunque de nuevo el esfuerzo reproductivo es funcién
de las caracteristicas genéticas y/o del microambiente
de la planta. Todo este conjunto de factores pueden
verse enmascarados por un efecto fenotipico del ta-
mafio de la planta habida cuenta de que, al menos a
nivel interespecifico, se ha encontrado una relaciéon
clara entre el tamano de la planta y el tamafio de sus
semillas (Jakobsson & Eriksson, 2000; Sakai & Hara-
da, 2001).

En nuestro caso las diferencias entre plantas expli-
caron un 29% de la variacién total hallada en el peso
de la semilla. Al menos dos variables indicadoras del
esfuerzo reproductivo de la planta, la produccién to-
tal de semillas y el Carpel Set, se relacionaron directa-
mente con el peso medio de las semillas, aunque su re-
lacién fue de signo opuesto. Manteniendo constante
el Carpel Set, las plantas que generaron un mayor na-
mero de semillas produjeron semillas de menor tama-
fo, lo que sugiere una limitacién en la cantidad de re-
cursos que pudieron asignar a cada semilla o, lo que es
lo mismo, que cada planta dispone de una cantidad de
recursos limitada para invertir en su progenie, lo que
se manifiesta en un compromiso entre el nimero y el
peso individual de las semillas (Crawley, 1997 y refe-
rencias alli dadas). Este “trade-off” es resuelto de for-
ma diferente por cada planta, por lo que no hay un
Gnico tamafo éptimo de semilla. Por otro lado, man-
teniendo constante la produccién, plantas con mayor
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proporcion de carpelos cuajados tuvieron semillas
mads pesadas. La influencia de la variacion en carpelos
cuajados por flor sobre la variacion en el peso medio
de la semilla es atin mayor que la descrita para la pro-
duccién de semillas. Una posible explicacion del efec-
to positivo de los carpelos cuajados es que, en reali-
dad, estén expresando un efecto del tipo de poliniza-
cién. Ya se ha demostrado con esta especie que un ma-
yor servicio de polinizadores se relaciona con un
mayor cuajado de carpelos por planta (Herrera & al.,
2001, 2002) y probablemente con mayor incidencia
de xenogamia. La polinizacién cruzada en la especie
se relaciona, a su vez, con un mayor peso medio de las
semillas con respecto a cruce autégamo (Garrido,
2003; C.M. Herrera, datos no publicados). Esto, uni-
do a la considerable variacién entre plantas en el ser-
vicio que les prestan los polinizadores (Herrera & al.,
2001, 2002), podria explicar que mayor cuajado se re-
lacione con mayor peso medio de semilla. Probable-
mente, plantas con mayor proporcién de carpelos
cuajados fueron mis visitadas por polinizadores (He-
rrera & al., 2002), lo que incrementaria la proporcion
de semillas procedentes de polinizacién cruzada, que
serfan de mayor tamafo. Por el contrario, podria su-
gerirse que plantas con poco cuajado fueron poco vi-
sitadas por polinizadores, por lo que una mayor pro-
porcién de las semillas procederian de auto-poliniza-
cién auténoma y serian de menor tamano.

Otro resultado interesante es que el niimero de
6vulos por carpelo influyd negativamente sobre el
Seed Set (si bien la varianza explicada en Seed Set fue
bastante baja), lo que apunta hacia una limitacion por
polen en el cuajado de semillas, o a la posibilidad de
efectos deletéreos sobre el cuajado de semillas produ-
cidas por elevadas tasas de autogamia (Baker, 1955;
Lloyd, 1980, 1992; Motten, 1982; Piper & al., 1986;
Jarne & Charlesworth, 1993; Schoen & al., 1996), da-
dos unos niveles generales elevados de autopoliniza-
cién espontanea (Herrera & al., 2001, 2002).

Las variables del esfuerzo reproductivo considera-
das fueron capaces de explicar sélo un 45% de la va-
rianza existente entre plantas en el peso medio de la
semilla. Por tanto, todavia una parte importante de la
variabilidad entre plantas en tamafio de semilla pudo
deberse a factores genéticos o micro-ambientales dis-
tintos a la polinizacién.

Variacion entre localidades

Aunque, como ya se ha comentado, las variaciones
mas substanciales en el peso de la semilla suelen ser
debidas a diferencias dentro de planta o entre plantas,
algunos estudios han mostrado diferencias importan-
tes debidas a variacion entre poblaciones (Thompson,

1984; Winn, 1991; Obeso, 1993; Stockling & Favre,
1994; Vaughton & Ramsey, 1997, 1998).

En este trabajo se ha prestado escasa atencion a la
variacion entre localidades en tamano de las semillas.
Asi, sdlo se ha trabajado con dos localidades para las
que se disponia de informacion para distintos niveles
jerarquicos de variacion encajados dentro de planta.
Usando sélo esas dos localidades, la varianza explica-
da por la localidad (atin sumando un 19% de la va-
rianza total) no resulta significativamente diferente de
cero. No obstante, contamos con la evidencia de que,
cuando se amplia considerablemente el nimero de
poblaciones y el rango geografico considerado, esa va-
rianza se torna significativamente diferente de cero
(Garrido & al., 2002), contribuyendo a explicar una
parte importante de la variacion total en el tamano de
la semilla y estableciendo diferencias en peso medio
de semillas entre localidades. Ademas de las diferen-
cias ambientales y de posible diferenciacién genética
del tamafo de la semilla entre localidades, las diferen-
cias regionales en niveles de autopolinizaciéon espon-
tanea y/o servicio de polinizadores podrian contribuir
a explicar la variacion entre regiones en peso de las se-
millas. Todos estos aspectos permanecen inexplora-
dos en esta especie y requieren de ulterior investiga-
cion.
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