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RESUMEN

Los polinizadores representan una fuerza selectiva crucial sobre las flores que visitan, en
parte, debido a su habilidad para discriminar entre distintos rasgos fenotipicos. Manchas,
puntos y lineas en las flores han sido tradicionalmente interpretados como rasgos que guian a
los polinizadores hacia recompensas, a menudo, ocultas en la flor. A pesar de la importancia
de las guias de néctar en la comunicacién flor-polinizador, los mecanismos involucrados en la
preferencia floral han sido poco investigados en poblaciones naturales. El objetivo de este
estudio es examinar la preferencia de los polinizadores (si existe) por los diferentes fenotipos
florales en una poblacion de Mimulus luteus y la relacién de tales preferencias con los niveles
de recompensa asociados (néctar). M. [uteus es una especie herbéceaque posee una guia de
néctar ubicada en el I6bulo inferior de la corola (una mancha roja), aunque también es posible
encontrar flores sin guias y con més de una mancha dentro de las poblaciones. Este estudio fue
realizado en una poblacién de Chile Central (Juncal) durante el verano de los afios 2011 y
2012. Se registro la abundancia relativa de tres fenotipos florales (flores sin mancha, flores
con sblo una mancha, flores con méas de una mancha). Ademas, se registré el nimero de
visitas recibido por cada fenotipo floral, la recompensa en forma de néctar (volumen y
concentracion) y la produccién de semillas. Los resultados muestran que flores con una tinica
mancha no fueron solamente més abundantes, sino que también recibieron mas visitas y
produjeron una mayor cantidad de néctar y més concentrado que fenotipos alternativos. Sin
embargo, la ventaja exhibida por este fenotipo, no se tradujo en una mayor produccién de
semillas. Es probable que el alto nivel de autogamia que presenta M. Juteus excluya la ventaja
de fenotipos con una sola mancha en el proceso de comunicacion planta-animal.

Palabras claves: Polinizacion, guia de néctar, fenotipo floral, preferencia floral.

vii



ABSTRACT

Pollinators represent a critical selective force on the flowers they visit, in part, due to their
ability to discriminate among different phenotypic traits. Flower blots, spots and lines have
been traditionally interpreted as traits that guide pollinators towards rewards often concealed
within the flower. In spite of the importance of nectar guides for pollinator-flower
communication, the mechanisms involved in flower preference have received limited attention
in natural populations. The aim of this study is to analyze the pollinator preference (if any) for
different flower phenotypes in a population of the Andean monkey flower, Mimulus luteus,
and relate such preference with nectar reward levels. M. luteus is an herbaceous species that
shows a conspicuous nectar guide on the lower lobe of the corolla (a red spot), albeit flowers
without guides and with more than one spot are also found within populations. This study was
performed in a population of central Chile (Juncal) during the summer seasons of 2011 and
2012. I recorded the relative abundance of three flower phenotypes (flowers without spots,
flowers with only one spot, flowers with more than one spot). In addition, I recorded the
number of pollinator visits received by each flower phenotype, its nectar reward (nectar
volume and concentration), and seed production. Results revealed that flowers with a single
spot were no only more abundant, but received more pollinator visits and produced more
abundant and concentrated nectar than the alternative phenotypes. The advantage of single-
spotted flowers, however, did not translate into higher seed production. It is likely that the
high level of autogamy present in M. luteus rules out the advantage of single-spotted
phenotypes in the animal-plant communication process. |

Keywords: Pollination, nectar guide, floral phenotype, floral preference.
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INTRODUCCION

La mayor parte de las especies de angiospermas han adquirido a lo largo de su evolucidn
diversos fenotipos que les permiten atraer a polinizadores. Actualmente es bien conocido que
los polinizadores representan una fuerza selectiva crucial sobre las flores que visitan, ya que
son capaces de discriminar entre diferentes rasgos fenotipicos intra-poblacionales, tales como
aquellos relacionados con la simetria, color, tamafio y forma de las flores, promoviendo asi
algunas variantes por sobre otras (Faegri y Van der Pijl,1979; Strauss y col., 1996; Morgan y
Conner, 2001; Jones y Reithel, 2001).Es por ello que diversos estudios se han enfocado en
analizar la relacion existente entre las caracteristicas florales de las plantas, sus visitantes y las
consecuencias reproductivas de las preferencias (e.g., Bateman, 1951; Moller, 1995:
Schemske y Bradshaw, 1999; Spaethe y col., 2001; Ishii, 2006; Cares-Suarez y col., 2011).
Un rasgo fenotipico que ha evolucionado, en principio, en relacién a la atraccion de
polinizadores son las llamadas guias de néctar, que corresponden a regiones de la corola que
presentan un color contrastante con el fondo de la misma. El contraste de colores entre la guia
y la corola hace las flores mas conspicuas para sus visitantes, pudiendo orientar las decisiones
de polinizadores a una pequefla escala espacial (Sprengel, 1793citado en Manning, 1956). Por
lo tanto, este rasgo puede ser considerado como una especie de sefial para los visitantes
florales. En algunos casosel contraste de colores ocurre en el espectro ultravioleta, tornando
esta seflalizacion indistinguible para el ojo humano (Penny, 1938; Chittka y Reine, 2006). Las
sefiales se encuentran dispuestas en la corola de tal manera que dirigen los polinizadores hacia
los nectarios de la flor (Sprengel, 1793citado en Manning, 1956), minimizando el tiempo de
busqueda y aumentado su eficiencia de forrajeo sobre la recompensa floral. Por lo tanto, este
rasgo prevalecerfa en diversas especies de plantas como una respuesta evolutiva comun a la
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preferencia de flores cuya recompensa puede ser localizada y extraida de manera eficiente por
parte de los polinizadores (Waser, 1983).

A pesar de la importancia de las guias de néctar para la interaccion planta-polinizador,
hay pocos trabajos que examinan el rol funcional de tales rasgos en poblaciones naturales
(Medel y col., 2003; Botto-Mahan y col., 2004; Pohl y col., 2006; Varela, 2009; Botto-Mahan
y col., 2011, Hansen y col., 2012). Una buena proporcion de los trabajos sobre esta tematicaha
sido llevado a cabo en condiciones de laboratorio y/o utilizando flores artificiales.Al ser
simplificaciones de la realidad, se pierde informacién sobre el contexto en el que se
desarrollan estas interacciones biolégicas, como también de la identidad de los polinizadores
que se encuentran realmente participando en la interaccion (Waser y Price, 1985; Johnson y
Dafni, 1998; Dyer y col., 2006; Ishii, 2006). A pesar de todo, la literatura sugiere que las guias
de néctar incrementan la atraccion de las flores, pero que ello depende de las caracteristicas de
la sefial (posicion, olor, forma, tamafio, entre otros) (Manning, 1956; Free, 1970; Medel y col,
2003).

El presente estudio se focaliza en Mimulus luteus, una especie herbacea que posee una
conspicua mancha roja ubicada generalmente en el l6bulo inferior de la corola que representa
una guia de néctar para los polinizado’res (Figura 1). Sin embargo, este rasgo floral puede estar
presente también en otros pétalos e incluso estar completamente ausente en la corola. Varios
estudios han examinado el valor funcional que posee esta mancha como guia de néctar. Para el
caso de una poblacion de M. luteus ubicada en localidad de Pelambres (IV Regién), se han
descrito preferencias divergentes de las especies de polinizadores presentes en el lugar. Flores
con corola y guias de gran tamaifio son visitadas mas frecuentemente por insectos en horas de
la mafiana y por el contrario, flores de corola y guias pequefias son preferidas por picaflores en
horas de la tarde (Medel y col., 2003). Ademas, la forma de la mancha y no su simetria serfan
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relevantes a la hora de analizar las preferencias de sus polinizadores (Botto-Mahan y col.,
2004). Un aspecto atin desconocido es la relacion existente entre el niimero de manchas (que
pueden ir desde completa ausencia hasta una mancha por pétalo en poblaciones naturales), la
preferencia de los polinizadores por estos diferentes fenotipos, y la recompensa ofrecida por

las variantes fenotipicas a los visitantes florales.

Fig. 1. Mimulus luteus y Centris nigerrima, uno de los polinizadores més importantes de la
especie en el sitio de estudio.

El objetivo general de este estudio es examinar si existe preferencia de los
polinizadores por alguno de los fenotipos existentes en la poblacién y si esta preferencia se
asocia con los niveles de recompensa ofrecidos respecto a fenotipos alternativos.

Los objetivos especificos son los siguientes: (i) Registrar en terreno la preferencia de los
polinizadores de M. luteus por los diferentes fenotipos florales, (ii) Analizar la recompensa

asociada a cada fenotipo mediante la cuantificacion de la cantidad y calidad del néetar y (iii)



Evaluar el éxito reproductivo de los diversos fenotipos florales a nivel de produccion de

semillas.



MATERIALES Y METODOS

2 1. Sitio de estudio e historia natural

El estudio fue llevado a cabo en el sector de Juncal en Portillo, V Region (32°51°S, 70°08°0,
2398 m.s.n.m.). Este lugar se encuentra en una zona alto-andina y presenta nevadas invernales
que cubren completamente el sector. La vegetacién corresponde a asociaciones del piso
subandino (Hoffmanny col., 1998) e incluye especies como Chuquiraga oppositifoliaD. Don
(Asteraceae), Brassica campestris (Brassicaceae), Verbascum thapsusL. (Scrophulariaceae),
Solidago chilensis Meyen. (Asteraceae), Taraxacum officinale Weber. (Asteraceae), Junellia
scoparia Gillies & Hook. (Verbenaceae), Lathyrus subandinus Phil. (Fabaceae) y Senecio
glaber Less. (Asteraceae), entre las mas abundantes. En el sector, es posible encontrar parches
mono-especificos de Mimulus JuteusL. (Phrymaceae) (Figura 2). Esta especie corresponde a
una herbacea perenne autocompatible que crece en zonas himedas de Chile hasta los 3650
m.s.n.m. y entre los 29°S y 45°S (von Bohlen, 1995).En Chile florece y fructifica desde
Diciembre a Febrero y las plantas producen una a cuatro flores zigomoérficas. Sus flores
hermafroditas presentan una corola formada por cinco pétalos amarillos lobulados con una
mancha roja como guia de nectar ubicadausualmente en el lobulo inferior (Medel y col.,
2003). Tanto la corola, como la guia de néctar no reflejan el espectro UV (Botto-Mahan ycol.,
2004). En el sitio de estudio se puede encontrar una gran variacion en la forma y posicion de

mancha roja, pudiendo estar presente en més de un pétalo (hasta una mancha por pétalo) o

completamente ausente en la corola.
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Fig 2. Parches monoespecificos de M. luteus en el sitio de estudio.

2.2, Frecuencia de fenotipos florales y preferencia de los polinizadores
En el sitio de estudio se detectd que las flores presentaban un numero variable de manchas,
por lo que se procedio a realizar un censo en la poblacion durante enero de los afios 2011 y
7012. Para ello se muestrearon plantas al azar, registrandose el numero de manchas que
presentaba una de sus flores (2011: n = 355 plantas; 2012: n = 538 plantas). Asimismo, para
controlar por posibles efectos modulares de desarrollo floral se registrd la variabilidad intra-
planta en el nimero de sefiales por flor (n = 94 plantas, Enero 2012). Las frecuencias de cada
fenotipo floral en la poblacién fueron comparadas utilizando una prueba de chi-cuadrado G0)
(Sokal y Rohlf, 1995).

Con el fin de analizar las preferencias de los polinizadores por los fenotipos florales

disponibles en el sitio de estudio se registraron las visitas durante el 2011 (27-30 enero: 785,4



min.) y 2012 (7-16 enero:1366,8 min.). Durante ese periodo de tiempo, se realizaron
observaciones diarias durante todo el horario de mayor actividad de los polinizadores (9:30-
12:00 h. aproximadamente). Una visita fue considerada sélo cuando los polinizadores
contactaron la estructura reproductiva de las flores o ingresaron al tubo floral.

Una inspeccion previa de los datos revelé que la frecuencia de los fenotipos en la
poblacién no fue homogénea, encontrandose en mayor proporcion el fenotipo que presenta
s6lo una mancha, siendo las flores con mas de una mancha mucho menos representadas en la
poblacion. Por lo tanto, para efectos de este estudio, las flores fueron agrupadas en tres
categorias: Flores sin mancha (F0), flores con 1 mancha (F1) y flores con 2-5manchas (F2+).
Estos fenotipos naturales permitieron examinar en qué medida la presencia de menos o mas de
una mancha por flor influyen en la visita de los polinizadores. El numero de visitas recibido
por cada fenotipo floral fue comparado mediante unaprueba de G, utilizando las proporciones
observadas de los fenotipos en la poblacién para calcular los valoresesperados de visitas(Sokal
y Rohlf, 1995). La diversidad de polinizadores fue estimada como el nimero de especies
visitantes Seps (Mao Tao) y por medio del fndice H’ de Shannon-Wiener (Gotelli y Colwell,
2001). Ambos indices fueron calculados con un intervalo de confianza del 95%, obtenido
después de 500 corridas y muestras aleatorias con remplazo, usando el software EstimateS
versién 7.5.2 (Colwell, 2009). Los datos fueron analizados con una prueba de t de a pares con

ajuste de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1995).

2.3. Cantidad y calidad del néctar

Con el fin de examinar posibles variaciones en recompensa entre los fenotipos florales se
midi6 el volumen y la concentracion del néctar de las floresen enero del 2012.Utilizando
microcapilares (volumen = 10 pL; longitud = 60 mm.) se tomaron muestras de néctar de
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plantas (una flor recién abierta por planta) pertenecientes a los diferentes fenotipos florales
(F0=34 flores, F1=22 flores, F2+= 86 flores). El muestreo fue realizado en un periodo de 6
dias corridos entre las 7:30 y 9:00 h, horario durante el cual el sol matinal aun no cubre el sitio
de estudio y no hay polinizadores activos. Cada dia se colecté néctar desde todos los fenotipos
florales. Las muestras fueron medidas utilizando un caliper (precisién 0,01) y luego esta
medida fue extrapolada a volumen mediante la siguiente formula:
Volumen muestra= Volumen capilar * longitud muestra / longitud capilar

La concentracion de azucares fue evaluada utilizando un refractémetro digital, para lo cual el
néctarfue diluido en 20 pL debido al bajo volumen presente en las flores.El volumen y la
concentracion de azucar en el néctar de cada fenotipo floral fue comparado por separado,
mediante un ANDEVA de una via y utilizando una prueba a posteriori de Tukey. Los datos

fueron transformados con logaritmo para satisfacer los requerimientos de la estadistica

paramétrica (Sokal y Rohlf, 1995).

2.4. Exito reproductivo

Durante enero de 2012 se marcaron flores correspondientes a cada uno de los fenotipos
florales presentes en terreno (una flor por planta, flores independientes a las del punto 2.2)y
luego, aproximadamente 1 mes después, se recolectaron sus capsulas (FO=21 flores, F1=20
flores, F2+ = 45 flores).Posteriormente en el laboratorio, se realizo el conteo de semillas con
ol fin de evaluar el éxito reproductivo asociado a cada fenotipo. Las semillas fueron dispuestas
en una placa Petri y luego fotografiadas, realizindose el conteo sobre estas fotografias. El
ntmero de semillas por fenotipo floral fue comparado mediante un ANDEVA de una via,
utilizando una prueba a posteriori de Tukey. Los datos fueron transformados con logaritmo

para satisfacer los requerimientos de la estadistica paramétrica (Sokal y Rohlf, 1995).



RESULTADOS

3 1. Frecuencia de fenotipos florales y preferencia de polinizadores

La frecuencia de los fenotipos en la poblacion fue consistentemente distinta a lo esperado por
azar en cada afio analizado (2011: x2 = 636,80; P< 0,001; 2012: xz = 350,37; P< 0,001),
encontrandose en mayor proporcion el fenotipo que presenta s6lo una mancha (Figura 3). La
variabilidad intra-planta encontrada en el ntimero de manchas fue baja. E1 86,2% de las plantas
(81 plantas) presento flores con igual nimero de manchas, mientras que en el 13,8% (13

plantas) las flores tuvieron un ntmero variable de éstas.
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Fig.3. Frecuencia de los fenotipos florales de M. [uteus en el sitio de estudio, para los afios
2011 y 2012. FO = Flores sin mancha, F1 = Flores con una mancha, F2 = Flores con dos
manchas, F3 = Flores con tres manchas, F4 = Flores con cuatro manchas, F5 = Flores con

cinco manchas.

El ensamble de polinizadores en el afio 7011 estuvo compuesto por cinco especies,
correspondientes a cuatro especies de abejas: Centris nigérrima (Apidae), Ceniris chilensis
(Apidae), Megachile saulcyi (Megachilidae) y Megachile semirrufa (Megachilidae) y una
especie de picaflor: Oreotrochilus leucopleurus (Trochilidae). En el afio 2012, el ensamble de

polinizadores estuvo compuesto por seis especies de abejas: Centris nigérrima (Apidae),



Ceniris chilensis (Apidae), Megachile saulcyi (Megachilidae), Megachile semirrufa
(Megachilidae), Bombus terrestris (Apidae) y Bombus dahlbomii (Apidae). Para el afio 2011
la especie mds importante en términos de visitas fue M. saulcyi (41,2%) y en 2012 1a especie

predominante fue C. nigerrima (69,4 %) (Figura 4).

2011

9,9%

28,1% B C. nigerrima
B C. chilensis

O M. saulcyi
B M. semirrufa

3,7%
OO. leucopleurus
41,2%
2012
P 8 C. nigerrima
28,50/0 . @mC. chilens%'s
) O M. saulcyi
'; B Ofros

Fig. 4. Contribucion de cada especie (en término de visitas) al servicio total de polinizacion de
M Juteus. 2011: N° total de visitas = 356. 2012: N° total de visitas = 2455, Otros incluye a las
especies B. terrestris, B. dahlbomii y M. semirrufa.

A nivel global del ensamble, los polinizadores visitaron en una frecuencia mayor que la
esperada por azar a las flores con solo una mancha. Por otro lado, la frecuencia de visitas a

flores sin mancha o con mas de una, fue menor que la esperada de acuerdo a su abundancia

relativa. Bsta situacion pudo ser observada durante los dos afios de estudio (2011: Gug =
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36,01; P< 0,001; 2012: Gug = 214,53; P< 0,001; FiguraS).Asimismo, al comparar entre los
diferentes fenotipos florales, se pudo observar durante los dos afios de estudio que flores con
una unica mancha fueron visitadas con mayor frecuencia que flores sin manchay con mas de
una (2011: F1/F0: Gagi = 18,49; P< 0,001; F1/F2: Gug = 21,71; P< 0,001;2012: F1/F0: Gag =
45 51 P< 0,001; F1/F2: Gug = 201,37; P< 0,001).En el afio 2011 flores sin mancha fueron
visitadas con la misma frecuencia que flores con mas de una mancha (Gag = 3,043; P=0,081),
mientras que en el afio 2012 flores sin manchas recibieron una mayor cantidad de visitas que

flores con mas de una (Gag = 21,60; P<0,001) (Figura 5).
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Fig.5. Numero de visitas del ensamble global de polinizadores aflores sin mancha (F0), a

flores con una mancha (F1) y a flores con dos a cinco manchas (F2+)durante los afios 2011y
7012. Barras negras representan el nimero observado de visitas a cada fenotipo. Barras grises

‘ndican el namero esperado de visitas & cada fenotipo floralde acuerdo a suabundancia relativa
en la poblacion. *x%% P<(0,001; ns =1no significativo.

En el afio 2011 la riqueza de especies fue mayor en fenotipos con una nica mancha
comparado con flores que carecen de ella (t = 3,23; gl = 10; P = 0,009), mientras que no
hubo diferencias en la riqueza con respecto al fenotipo que posee mas de una mancha (F1/F2+:

t=1,14; gl. = 10; P =0,280; FO/F2+: 1= 2,23; gl.=10; P =0,050). Por el contrario, en el afio
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2012 la riqueza de especie fue mayor en fenotipos que poseen una mancha comparado con
flores que poseen mas de una (t = 3,12; gl. = 10; P = 0,010), mientras que flores sin mancha
no presentaron diferencias en cuanto a la riqueza de especies de su ensamble de polinizadores
(F1/FO:t= 1,23; gl. = 10; P =0,249; FO/F2+:t= 1,96; gl. = 10; P =0,078). Sin embargo, no
hubo diferencias en la diversidad de polinizadores al comparar entre los distintos fenotipos
florales (2011: F1/F0: t = 232;¢l. =10, P = 0,042; F1/F2+: 1= 131; gl.=10; P = 0,221;
FO/F2+:t=1,68; gl. = 10; P =0,124; 7012: F1/F0: t = 1,66; gl. =10, P= 0,128; F1/F2+:t=

232; g1 = 10; P = 0,042; FO/F2+: £=0,75; ol = 10; P=0471) (Tabla 1).

Tabla 1. Riqueza 'y diversidad de polinizadores para las tres categorias florales en estudio.

Bt Riqueza polinizadores Diversidad polinizadores
php P (Sps promedio = DE) (H’ promedio £ DE)

ora 2011 2012 2011 2012
FO 2.82+094" 333= 0,89% 0,54 +0,38" 0,67+0,31°
F1 500+ 136" 4,00%1,00° 0,90 % 0,00” 0,88 + 0,00”

Fo+ 417+1,15% 237+ 0,80° 0.82%0,15° 0,52 + 0,38

Nota. FO = Flores sin mancha; F1 = Flores con una mancha;, F2+ = Flores con dos a cinco manchas. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre fenotipos florales, P < 0,01 (ajuste de Bonferroni, = 0,017).

Al analizar las preferencias del polinizador mas importante de cada afio (2011: M. saulcyt;
2012: C. nigerrima, Figura 4), se pudo observar una tendencia similar alpresentado por el
ensamble completo de polinizadores. Ambas especies visitaron con una frecuencia mayor a la
esperada por azara las flores con una Gnicamanchay con menor frecuencia que la esperadaa las
flores sin manchas o con mas de una(M. saulcyi: Gug = 23,83; P<0,001; C. nigerrima: Gaqy =
131,48; P< 0,001;Figura 6). En el caso de M. saulcyi, se observo una menor frecuencia de

Visitas sobre los fenotipos eXtremos (i.e., con dos o mas manchas y sin mancha) que sobre

flores con una mancha(F1/F0: G = 11,59; P< 0,001; F1/F2: Gugy = 41,74 P< 0,001).Sin
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embargo, esta especie no discriminé entre flores sin manchas y con mas de una(Gag = 1,555
P= 0,2131).De igual manera,C. nigerrimavisitd con mayor frecuencia fenotipos con una
mancha comparado con flores sin manchas y con mas de una (F1/F0: Gagy = 11,59; P<0,001;
F1/F2: Gug = 41,74, P< 0,001). Sin embargo, al contrario de M. saulcyi, C. nigerrima
discriminé entre flores sin manchas y con méas de una, visitando a estas ultimas con una

frecuencia menor (Gag = 24,69; P< 0,001)(Figura 6).

e
C. nigerrima (2012) \

\ i

Nuamero de visitas
>
(=]
Numero de visitas

0

L.Fa;,J

FO F1

Fenotipo floral Fenotipo floral

Fig.6. Numero de visitas del polinizador mas frecuente en cada afio de estudio, M. saulcyi en
el 2011 (derecha) y C. nigerrima en el 2012 (izquierda). Barras negras representan el numero
observado de visitas a flores sin manchas (F0), a flores con una sola mancha (F1) y a flores
con dos a cinco manchas (F2-+). Barras grises ‘ndican el numero esperado de visitas a cada uno
de los fenotipos florales mencionados anteriormente. #%% P<(,001;ns =no significativo.

32 Cantidad y calidad del néctar

El volumen de néctar presente en flores con una sola mancha rojafue mayor que en flores sin
manchas y con mas de una (promedio + EE (uL): FO = 1,47 £ 0,20; F1 = 2,82 £ 0,69; F2+ =
1,60 = 0,14; Faue = 4,17, P = 0,017; Figura 7).Una situacion similar ocurrié con la
concentraciéon de azucar. Flores que poseen solo una mancha presentaron un néctar mas

concentrado que flores sin manchas y con mas de una (promedio + EE (°Brix): FO = 0,018 =+

13



0,005; F1 = 0,089 £ 0,031; F2+ = 0,030 = 0,005; Fp 142 = 7,04 P = 0,0012; Figura 7).Por lo
tanto, flores con una sola mancha roja producen una mejor recompensa en comparacion a los

fenotipos alternativos.
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Fig.7. Volumen(izquierda) y concentracion (derecha) de néctar por flor de M. luteus
(promedio + EE), correspondiente a flores sin mancha (F0), flores con una mancha (F1) y
flores con més de una mancha (F2+). Las barras muestran el promedio y un error estandar.
Diferentes letras sefialan diferencias significativas (P < 0,05) entre fenotipos de acuerdo a una
prueba a posteriori de Tukey.

3.3. Exito reproductivo

Aunque se observo una tendencia a disminuir la produccién de semillas promedio con el
ntmero de manchas (Figura 8), no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los fenotipos (promedio + EE: FO = 906, 86 + 147,91; F1 = 529,10 £ 111,07; F2+ =
389,40 = 71,60; Fa86 = 2,75; P = 0,07). Por lo tanto, flores sin mancha, con una o mas

manchas presentan un €xito reproductivo similar a nivel de semillas.
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DISCUSION

En este estudio se examino la asociacion sefial-recompensa en un sistema de multiples
probables sefiales florales. Varios trabajos han demostrado la importancia de las gufas de
néctar y su valor adaptativo y evolutivo dentro de la comunicacion planta-animal (Manning,
1956; Schemske y Bradshaw, 1999; Medel y col., 2003; Botto-Mahan y col., 2004; Hansen y
col., 2012). Los resultados de este estudio muestran claramente que lapreferencia de los
polinizadores por las flores de M. luteuses contingente al nimero de manchas presentes en la
corola. Flores que carecen de la mancha rojareciben menos visitas que lo esperadopor azar.
Asimismo, flores sin esta mancha reciben menos visitas que flores que poseen una unica
mancha (F1). De igual manera, flores con un exceso de manchas rojas (F2+) reciben también
un numero reducido de visitas, lo cual sugiere que una {inica mancha en el 16bulo inferior de
las flores es elestado optimo en la interaccion polinizador-planta en este sistema y corresponde
al rasgo que verdaderamente actiia como sefial para los polinizadores.La disminucion de las
visitas se debe a la reduccion de la riqueza de especies visitantes a fenotipos extremos (i.e.,
flores con dos o méas manchas y que carecenl de ella) comparado con flores que poseen una
gufa de néctar (Tabla 1). Lo anterior, sumado a que existe una fuerte disminucion de las visitas
de los polinizadores mas importantes del ensamble, M. saulcyi (2011) y C. nigerrima (2012), a
estos fenotipos extremos (Figura 6).Un aspecto interesante es que M. saulcyi no presenta una
eleccion diferencial entre flores que carecen de manchas y las que poseen mas de una,
mientras que C. nigerrimd prefiere flores sin manchas por sobre las que poseen mas de una
sefial (Figura 6). Diferencias entre las preferencias generales de abejas y abejorros han sido
sefialadas con anterioridad, (Manning, 1956; Leppik, 1953; Free, 1970; Moller, 1995), lo cual
sugiere que la eleccion floral varia de acuerdo a la especie de polinizador en estudio.
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Estudios anteriores indican que los polinizadores prefieren flores que presentan alguna
clase de sefial visual en la corola por sobre flores que no la poseen (Scora, 1964; Free, 1979;
Kandori y Ohsaki 1998; Varela, 2009; Hansen y col., 2012), lo cual es consistente con la
menor frecuencia de visitas observada para fenotipos que carecen de la guia de néctar roja en
la poblacion de M. luteus estudiada. Lo anterior, podria implicar que la inexistencia del
estimulo no permitiria a los polinizadores orientarse € identificar las flores. Por otra parte, s€
sabe que los polinizadores son selectivos cuando se trata de sefiales, pudiendo diferenciar entre
patrones de lineas continuas y puntos (Free, 1970), patrones circulares, simétricos (Lehrer y
col, 1995), dependiendo de la forma de la sefial (Botto-Mahan y col., 2004), entre otras
caracteristicas. Por lo tanto en este caso, la presencia de mas de una mancha roja podria ser
considerada un distractor que interfiere en el proceso de identificacién delas flores y en el
aterrizajesobre ellas. Una {nica mancha en el 16bulo inferior sefialaria con mayor precision el
lugar de aterrizaje para los polinizadores que los guiarfa directamente hacia los nectarios de la
flor, optimizando asi el tiempo de bisqueda y manipulacion de estas. El aumento de la
eficiencia de forrajeo debido a la presencia de guias de néctar ha sido reportado para
mariposas por Kandori y Ohsaki (1998), quienes demuestran que las guias de néctar provocan
la extension innata de la probéscide de la mariposa, lo cual que contribuye a localizar la
recompensa.

En este trabajo se detectdé que flores con una sola mancha rojaproducen néctar en
mayores cantidades y mas concentrado que flores sin esta manchay con mas de una (Figura 7).
Consecucntemente, se puede decir que en este sistema existe una relacion consistente entre la
recompensa y el fenotipo floral mas visitado.

Es bien conocido que los polinizadores muestran habilidades cognitivas que les
permiten adquirir conocimiento asociativo del vinculo entre estimulos visuales u olfativos y la
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recompensa asociada (Menzel, 1990; Menzel y Miiller, 1996; Kandori y Ohsaki, 1998;
Prabhu y Cheng, 2008; ver revisién en Schaefer y Ruxton, 2011). Por lo tanto, ademas del
proceso de orientacién a pequefia escala que implicaria una Gnica mancha roja en las flores, la
preferencia de los polinizadores porestos fenotipos sugiere la existencia de un proceso de
aprendizajede forrajeo sobre las flores que proporcionan una mayor cantidad y calidad de
recursos. Cabe sefialar que los resultados de este estudio fueron obtenidos en un sistema
natural con polinizadores probablemente experimentados. Futuros estudios con polinizadores
nativos sin experiencia y €n condiciones controladas podrian ayudar a dilucidar si
efectivamente las respuestas a las guias de néctar que son observadas en condiciones naturales
son innatas o forman parte de un proceso de aprendizaje previo.

Si bien el néctar es el tipo de recompensa mas comunmente estudiada, existen otros
estimulos para los polinizadores que 1o fueron abordados en este estudio. Por ejemplo, es
conocido que recompensas en forma de aceites, polen, refugio, calor, entre otras,
podrianinfluir en la toma de decisiones de los polinizadores (Seymour y col, 2003; Dyer y col,
2006; Sapir y col, 2006;Schaefer y Ruxton, 2011). Asimismo, se ha documentado que distintas
partes de la flor (pétalos, estambres, sépalos, polen) poseen diferentes esencias (Bergstrom y
col., 1995) y que las guias de néctar a menudo se encuentran asociadas a esencias diferentes a
la del resto de los pétalos (Lex, 1957).Por ello, ademas de un mayor volumen y una mejor
calidad de néctar, los fenotipos florales con una Gnica mancha podrian estar también
correlacionados con otras recompensaso atractantes no cuantificados en este estudio.

A pesar de que varios estudios sefialan que el éxito reproductivo de las plantas se ve
afectado por la eleccion floral de los polinizadores (Krupnick y col., 1999; Strauss y col.,1996;
Strauss, 1997; Pohl y col, 2006; Sénchez-Lafuente, 2007), esto no se observo en el presente
trabajo, al menos en el componente femenino del éxito reproductivo. Flores con s6lo una
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mancha, que recibieron la mayoria de las visitas por parte de los polinizadores, no produjeron
una cantidad mayor de semillas en comparacion con el resto de los fenotipos (Figura 8). La
inexistencia de diferencias en la produccion de semillas entre las tres categorias florales, puede
ser producto de que M. luteus es una especie que presenta un alto nivel de autogamia, lo cual
ha sido documentado en otras poblaciones ubicadas en la localidad de el Yeso (Pohl y col.,
2006) y en el Parque Nacional El Morado (Carvallo y Medel, 2010). Sin embargo, un punto
importante y que no fue examinado en este trabajo, s€ refiere a la calidad de las semillas
(tamafio y peso) y su tasa de germinacion. Es posible que flores con una Gnica mancha roja
tengan una mayor tasa de entrecruzamiento y menor depresion por endogamia que los
fenotipos alternativos. Esta situacién ha sido reportada en estudios con Mimulus guttatus,
donde se ha visto que la germinacion de semillas producidas por autofecundacion es menos
probable que la de semillas producidas por exogamia (Willis, 1993). Esta posible germinacion
diferencial de las semillas dependiendo del origen, junto con la mayor preferencia de los
polinizadores por flores con una mancha, podria explicar la distribucion de frecuencia de los
fenotipos que se observa en la poblacion, en donde el fenotipo con una unica mancha roja se

encuentra sobrerrepresentado (Figura 3).
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CONCLUSIONES

Los polinizadores de M Juteus en el sitio de estudio muestran claras preferenciaspor las flores
con una Unica mancha roja en el 16bulo inferior. Tales preferencias se correlacionaron con la
cantidad y calidad de la recompensa ofrecida por los diferentes fenotipos florales. Por lo tanto,
una unica mancha en el 16bulo inferior sefialaria a los polinizadores el lugar en donde €stos
pueden aterrizar y asi dirigirse hacia los nectarios de la flor. Adicionalmente, estasefial
también seria indicadora de una mayor recompensa (néctar més concentrado y mas
abundante). Es posible que este fenomenose asocie a un proceso de asociacion sefial-
recompensa donde los polinizadores aprendana forrajear sobre las flores que otorguen un
mayor beneficio. A pesar de que la composicion del ensamble y la identidad de los
polinizadores més importantes cambian entre afios,las preferencias por el fenotipo floral con
una Unica mancha rojase mantienen.

La preferencia de los polinizadores por flores con una mancha no se tradujo en un
mayor ¢éxito reproductivo femenino de este fenotipo respecto a los alternativos. Es probable
que el alto nivel de autogamia presentado por M luteus diluya las consecuencias reproductivas
de la asociacion sefial-recompensa-preferenciaen este sistema. Es posible, sin embargo, que
esta asociacién se exprese en algin componente del fitness no cuantificado en este estudio
(componente masculino). De igual manera, es posible que exista una germinacion diferencial
de las semillas provenientes de los fenotipos preferidos respecto a los alternativos, lo cual

podria dar cuenta de 1a mayor abundancia de flores con una sola mancha roja en la poblacion.
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