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RESUMEN

Las plantas presentan diversidad de sistemas reproductivos, con especies con estrategtas
exclusivamente autégamas y aldgamas, aunque un gran namero de especies presentan
estrategias reproductivas mixtas. Se ha argumentado que los costos reproductivos
implicitos de la autogamia como son el descuento polinico, el descuento de semillas y la
depresion por consangunidad han favorecido la aparicién de rasgos florales que evitarian la
auopolinizacion. Usando la planta herbacea AMimulus luteus se evalud la eficacia de dos
rasgos que han sido postulados como mecanismos que evitan la autopolinizacion: la
conducta estigmatica y la distancia entre antera-estigma (hercogamia). Un experimento de
dos factores, fuente y nimero de polinizaciones, fue aplicado sobre 90 estigmas de flores de
individuos distintos el dia de la antésis, para estimar si el tiempo que el estigma permanece
cerrado responde de manera diferencial a estas variables. El tiempo que el estigma
permanece cerrado no respondié de manera diferencial a la fuente de polen (autopolen o
alopolen), por lo que este rasgo no puede ser considerado un mecanismo que evita la
autopolinizacion. La proporcion de estigmas que permanecen cerrados aumentd con un
incremento en el nimero de polinizaciones que los estigmas recibieron. Para determinar si
la hercogamia en esta especie contribuye a evitar la produccion de semillas por
autopolinizacion, se midié la distancia antera-estigma sobre individuos aislados de
polinizadores la que fue correlacionada con la produccion de semillas. La hercogamia
explico un 30% de la variacion en la produccion de semillas, sugiriendo que este
mecanismo evitaria la produccion de semillas por autogamia. Ademas usando tratamientos
de polinizacion manual se estimé la depresion por consanguinidad (&) sobre dos variables
de adecuacion biologica: produccion y germinacion de semillas.. Los bajos valores de
depresion por consanguinidad (& = 0,267 y & = 0,054 para la produccion y germinacion de
las semillas respectivamente, valores n.s.) sugieren que mecanismos que evitan la
autopolinizacion no presentarian una oportunidad importante de seleccion en esta especie.
Al igual que en otros estudios, se observd que M. /ufeus es una especie autocompatible,
pero que la poblacion estudiada no requiere de la presencia de polinizadores para su éxito

reproductivo. La tasa de visitas de polinizadores en el sitio de estudio fue muy baja (0,0038



visitas-flores -hora™; 1EE = 0,0012; n = 9 visitas en 1028 min de observacion) v esta
determinada por dos especies: Melanosioma sp. v Bombus terrestris. Expenimentos de
manipulacion floral dentro de la poblacion permitieron detectar una contribucion similar de
la reproduccion alégama y autégama a la produccion de semillas. Estudios de biologia
reproductiva en esta especie descartaron a la apomixis como mecanismo que contribuva a
la produccién de semillas en esta especie. Globalmente, la ausencia de efectos deletéreos de
la autofecundacion se relacionan con la ausencia de eficacia del cierre estigmatico como

barrera a la autopolinizacion.
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ABSTRACT

in plants with hermaphrodite flowers, the detrimental effect of selfing has promoted the
evolution of mechanisms that avoid this breeding system. Evaluation of this hypothesis
requires a detailed knowledge of the reproductive system of the species under scrutiny.
Using the herbaceous plant Mimulus luteus 1 evaluated the effectiveness of two flower
traits that avoid selfing: (i) the time of stigma closure after contact, (ii) the anther-sti gma
distance (herkogamy). I measured the effects of inbreeding depression (5) on seed
production and germination in a two-factor design using source and number of pollination
events as factors. Experimental pollination was carried out on 90 stigmas in the first day
of anthesis. To determine whether herkogamy contributes to avoidance of selfing, the
anther-stigma distance was measured in flowers isolated from pollinators. The time of
stigma closure did not correspond to the source of pollen (self-pollination or allo-
pollnation), which implies this trait cannot be considered as an mechanism preventing
selfing. The proportion of stigmas that remained closed increased with the quantity of
pollen deposited, irrespective of the number of pollination events. Herkogamy accounted
for 30% of vanation in seed production, suggesting that this mechanism may help to
avold seed production by selfing. However, the absence of selfing costs (8 = 0,267 and &
= (0,054 for seed production and germination, respectively) suggests that such mechanisms
do not exhibit an important opportunity for selection in this species. Consistent with other
studies, my results indicate that M Jureus is an selfcompatible specie. However, unlike
other populations, the presence of pollinators 1s not required for reproductive success. The
low visitation rate (0.0038 visits<flower ' <hour™; 1EE = 0.0012; n =9 visits, 1028 min of
observation) was determined by two taxa: Melanostoma sp. and Bombus terrestris. This
observation was consistent with results from floral manipulation experiments that detected
a similar contribution of allogamous and autogamous reproduction to seed production,
rejecting apomixis as a potential mechanism contributing to seed production in this
species. The absence of deleterious effects of selfing would account for the low

effectiveness of stigma closure as barrier to avoid selfing in this species.



INTRODUCCION

Los sistemas reproductivos en plantas presentan dos puntos de estabilidad: la autogamia v
la alogamia, aunque existe un gran nimero de especies con sistemas reproductivos mixtos
(Lande & Schemske 1985; Schemske & Lande 1985; Barrett & Harder 1996). Las
explicaciones que dan cuenta de esta variacion son un debate candente en evolucion. Por
un lado, las ideas de seleccion automatica de Fisher (1930) explican como la autogamia
constituye una estrategia estable, ya que permite el traspaso completo del genoma
parental a la siguiente generacion (Schultz & Willis 1995; Barrett & Harder 1996;
Husband & Schemske 1996, Byers & Waller 1999; Sweigart & Willis 2003). Por otro
lado, la perdida de la autogamia estaria gatillada por el aumento de homocigosis y la
expresion de genes letales (Schemske 1983; Lande & Schemske 1985; Barrett &
Charlesworth  1991; Schultz & Willis 1995) evidenciandose depresion por
consanguinidad (Lloyd 1979, Charlesworth & Charlesworth 1979, 1987; Lande &
Schemske 1985; Carr & Eubanks 2002; Keller & Waller 2002). Aproximadamente un
tercio de las plantas presentan sistemas reproductivos mixtos, con alo- y auto-
polinizacion simultanea (Barrett y Harder 1996) sefialandose que la estrategia que
adoptara una planta (autégama o alégama) dependera de factores relacionados tanto con
su biologia como de las caracteristicas que presenta su ensamble de polinizadores (Miiller
1883; Herrera 1995; Barrett & Harder 1996; Chittka y col. 1999: Kalisz & Vogler 2003;
Morgan y col. 2005).

En este sentido, aunque se ha considerado que los polinizadores favorecen la
alogamia, por el rol en el intercambio de polen entre flores a cambio de una recompensa
(Darwin 1876; Sprengel 1996: Waser & Price 1981; Barrett 2003; Lunau 2002), los
polinizadores también pueden prestar un servicio indirecto a la autopolinizacion a traves
de la geitonogamia y la polinizacién facilitada, favoreciendo la evolucién de la autogamia
(Lloyd & Schoen 1992). La polinizacion facilitada ocurre en las flores por los
movimientos que el animal realiza dentro de estas, provocando el deposito involuntario

de polen sobre los estigmas (Miiller 1883; Kimura 1959; Schneider & Buchanan 1980)



También se ha considerado que la autopolinizacién facilitada tiene consecuencias
desventajosas en varias etapas de la reproduccion (Charlesworth & Charlesworth 1990;
Lively & Lloyd 1990) ya que los granos de polen destinados a la polinizacion cruzada
son usados en la autofecundacion (discontinuidad polinica, Holsinger 1991; Kohn &
Barrett 1994) y los ovulos destinados a la fecundacion alogama reciben polen de la
misma flor, lo que disminuye la produccion de semillas cuando ocurre depresion por
consanguinidad (discontinuidad de semillas, Herlihy & Eckert 2002). Por estos motivos,
s¢ ha propuesto que las plantas presentan una serie de rasgos que evitan la
autopolinizacion por los costos reproductivos implicitos que esta presenta (Faegn & van
der Pijl 1971; Stebbins 1974). Entre tales mecanismos, los mas estudiados corresponden a
la auto-incompatibilidad genética, en que se produce un rechazo al polen propio (Barrett
1988, Castric & Vekemans 2004); la hercogamia que es la separacion espacial de las
anteras y del estigma dentro de la flor (Campbell v col. 1994; Kohn & Barrett 1954;
Takebayashi & Delph 2000; Thompson & Dommee 2000) y la dicogamia, donde los
componentes masculinos y femeninos de la flor maduran en diferentes tiempos (Lloyd
1979, Gregorius y col. 1987; Holtsford & Ellstrand 1992; Aizen & Basilio 1995; Barrett
2002).

Plantas con flores hermafroditas y con visitas de polinizadores presentan una
mayor proporcion de semillas formadas por autopolinizacion facilitada (Harder & Barrett
1996, Ashman y col. 2004). La cantidad de visitas de una flor puede incrementar en
tuncion al grado de atractividad que presenta a sus polinizadores dado por estructuras
tales como el tamafio (Campbell y col. 1991, Mitchell y col. 1998), color (Waser 1978:
Waser & Price 1981; Stanton 1987; Sutherland & Vickery Jr 1992; Withlock 1995) y
forma de la corola (Schemske & Bradshaw Jr 1999; Galen & Cuba 2001) o presencia de
guias de nectar (Medel y col. 2003). La presencia y eficacia de rasgos que evitan la
autopolinizacion en una planta estan determinadas por la magnitud de los efectos
deletéreos producidos por la autogamia, lo que favorece estrategias mixtas de
reproduccion. El estudio de esta hipotesis estd sujeta a la evaluacion de las siguientes
predicciones. Primero, se debe determinar la existencia de rasgos que evitan la

autopolimzacidn; en segundo lugar se debe evidenciar si la autogamia es una estrategia
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reproductiva desventajosa en comparacion a la alogamia, por los efectos deletéreos que
presenta este modo de reproduccion. Por ultimo, los estudios reproductivos en plantas
deben considerar ¢l ambiente de polinizacion en que se desarrollan las especies, desde
que se ha evidenciado que la variacion en el ensamble de polinizadores es un factor
importante en determinar el tipo de sistema reproductivo que una planta adopta (Herrera
1995; Kalisz & Vogler 2003; Moeller & Geber 2005). La conducta estigmatica es un
rasgo que podria haber evolucionado como mecanismo que evita la autopolinizacion, en
respuesta a los costos reproductivos de la autogamia (Faegri & van der Pijl 1971). La
conducta estigmatica hace referencia al cierre y reapertura de los lobulos de estigmas
bilobulados, rasgo que esta presente en algunas familias del orden lamiales
(Bignoniaceae, Lentibulariaceae, Martynaceae y Phrymaceae; Fetscher & Kohn 1999). El
cierre estigmatico ocurre como consecuencia de la estimulacion mecénica que este recibe
v su reapertura esta condicionada por el nimero de dévulos que son fecundados dentro de
la flor (Fetscher & Kohn 1999). No obstante, se desconoce si la conducta estigmatica
responde de manera diferencial a distintas fuentes de polen (auto- y alo-polinizacion).
Usando como modelo de estudio la herbacea Mimulus luteus L. (Phrymaceae) se
examinara si existen mecanismos que eviten la autopolinizacion y si estos rasgos pueden
ser considerados como una ‘defensa’ a la autogamia por los costos reproductivos que este
modo de reproduccion presenta. Especificamente se evaluaran las preguntas: (1) ;json el
cierre estigmatico y la hercogamia mecanismos que actuan como barrera a la
autopolinizacion?; (2) ;existe depresion por consanguinidad en M. [ureus?; (3) ;hay
consistencia entre el ambiente de polinizacion y el mecanismo reproductivo que presenta
la especie estudiada? La especie Mimulus luteus var. /uteus L. (Phrymaceae) habita en
Chile en la precordillera de los Andes, desde la III a la XI region asociada a cursos de
agua (von Bohlen 1995). Produce flores hermafroditas solitarias con corolas tubulares
amarillas que presentan una mancha roja en el lobulo inferior (Fig.1) la que actia como
guia de néctar sin reflejar en el espectro UV (Medel y col. 2003, Botto y col. 2004).
Estudios realizados en una poblacion muestran que existe seleccion mediada por
polinizadores sobre la guia de néctar (Los Pelambres, IV region, Chile; Medel y col.

2003) y que este rasgo presenta co-variacion con el ensamble de polinizadores (cinco

)



poblaciones estudiadas en un rango latitudinal de 420Km; Botto-Mahan y col., datos no
publicados). Con repecto a sus sistema reproductivo se ha evidenciado que los
polinizadores son necesarios para la produccion de semillas y que es una especie
autocompatible (Pohl 2003; Medel col. 2003), aunque podria existir variacion geografica
en estos rasgos lo que ocurre habitualmente en plantas (Herrera 1995). Para esta especie
no existen trabajos que evalten de manera directa la depresion por consanguinidad. Con
respecto a 1os mecanismos que evitarian la autopolinizacion, en el género se ha estudiado
¢l efecto de la hercogamia (M. guitatus, Carr & Fenster 1994 y M. ringens, Karron y col.
1997) y la conducta del estigma, sugiriéndose que los lobulos estigmaticos una vez
contactados fisicamente cumplirian esta funcién (M. awrantiacus, Fetscher & Kohn
1999). Actualmente en Mimulus aurantiacus el estigma permanece cerrado dependiendo
de la cantidad de dvulos fecundados (Fetscher & Kohn 1999).



OBJETIVOS

Determinar si la conducta estigmética y la hercogamia son rasgos que contribuyen a

evitar la autopolinizacion en esta especie

Comparar el efecto de la auto- con la alo- polinizacion sobre la produccion v

germinacion de semillas de Mimzudus luteus

Evaluar si las coundiciones de polinizacion de AL lufeus favorecen la estrategias

(rasgos) que evitan la autopolinizacion

th



MATERIALES Y METODOS

Sistema y sitio de estudio

Mimudus luteus var. luteus L. (Phrymaceae) es una especie herbacea que habita lugares
asoclados a cursos de agua, en la precordillera de los Andes, desde la III a la XI Region
en Chile (von Bohlen 1995). Produce flores hermafroditas solitarias con corolas tubulares
amarillas que presentan una mancha roja en el lobulo inferior (Fig.1) la que actia como
guia de néctar sin reflejar en el espectro UV (Medel y col. 2003, Botto y col. 2004). Con
el proposito de comparar la co-variacion entre la guia de néctar y el ensamble de
polinizadores con otras poblaciones, este estudio se realizo en una poblacion localizada
en el fundo de La Engorda, faldeo del Volcan San José (33°37'S 70°01°'W, 2580m),
Region Metropolitana, Chile, en enero del afo 2005. Todos los experimentos fueron
realizados en un parche monoespecifico que cubrio una longitud de 135m x 2,3m. La
matriz vegetacional circundante de M. /uteus incluye a Adesmia echinus (Papilonaceae),
Berberis empetrifolia (Berberidaceae), Caiophora coronata (Loasaceae), Calceolariu
hiflora (Calceolaniaceae), Calceolaria purpurea (Calceolariaceae) y Ribes cucullatum
(Saxifragaceae). En visitas previas al sitio de estudio, se identifico a Bombus terrestris
(Apidae) y al picaflor andino Oreotrochilus leucopleurus (Trochilidae) como los
polinizadores mas importantes. En AL [uteus la produccion de néctar no esta asociada con

¢l tamadio de la corola ni con el area de la guia de nectar.

Evaluacién de la conducta estigmdtica y hercogamia como barreras a la
autopolinizacion

Para evaluar de qué manera el estigma de ML luteus responde a la fuente de polen (alo- vs.

auto-polinizacion) y al numero de veces que este es polinizado, se establecio un disefio

experimental de dos factores (fuente de polen y numero de polinizaciones) el que se

6



aplico en flores el dia de la antésis. Se marcaron 60 vemas florales las que fueron
cubiertas con bolsas de gasa. El dia de la antésis, el estigma de cada flor fue polinizado
manualmente con polen de la misma flor (autopolinizacién) o de una flor forinea
(alopolinizacion). La polinizacion se efectud usando una micropipeta Gilson p10 con la
que se agrego una solucién de 2ul. de agua-polen. Esta solucion fue preparada en un tubo
de centrifugado donde se mezcld 20ul. de agua con las cuatro anteras de la flor utilizada
para llevar a cabo la polinizacion. La solucién fue depositada inmediatamente después de
su preparacion sobre el estigma. Con esta metodologia se estandarizé la cantidad de polen
depositado en cada estigma (en 2ulL, 8326 + 84,8 granos de polen, n = 7, media = 1EE).
Las flores utilizadas para la alopolinizacién fueron embolsadas en estado de yema floral v
sus anteras se utilizaron el dia de la antésis. Para tener una aproximacion del
comportamiento estigmdtico en ausencia de polen, una tercera manipulacion de
polinizacién fue utilizada (n = 30), donde se agregd agua sin polen (placebo) sobre
estigmas el dia de la antesis, utilizando el mismo volumen de agua que en los
tratamientos descritos anteriormente (2ul. de agua). Mientras se llevé a cabo la
manipulacién experimental, las plantas fueron desembolsadas y posteriormente vueltas a
embolsar hasta que se realizé la cosecha de los frutos. En todos los tratamientos las
plantas fueron emasculadas para evitar cualquier fuente de polen que no fuera
exclusivamente la utilizada en el tratamiento de interés. Todos los estigmas cerraron sus
valvas (I6bulos) al tener contacto con la micropipeta. Un total de 90 flores fueron
polinizadas bajo distintos tratamientos (auto-, alo-polinizacién y placebo) a las que se le
evaluo su estado estigmético (abierto o cerrado) a los 10, 20 y 30 minutos después de la
primera polinizacién. Un grupo de flores (n = 20) de cada tratamiento de polinizacion fue
polinizada una segunda vez, a los 10° de la primera polinizacién y un tercer grupo de
flores de cada tratamiento de polinizacién (n = 10) fue polinizada a los 30" de la primera
polinizacion. La evaluacion del estigma a los 10° de la primera polinizacion indica el
efecto de la fuente de polen en la conducta estigmatica, mientras que a los 20° y 30° los
factores de fuente y numero de polinizaciones actiian sinérgicamente. Para determinar
como estos factores afectan la permanencia de cierre del estigma, para cada tiempo de

observacién se us6 una regresion logistica multiple, donde las variables independientes



tueron la fuente y el nimero de polinizaciones previas y la vanable respuesta fue el
estado del estigma (abierto/cerrado).

Para determinar el efecto de la fuente y el nimero de polinizaciones sobre el éxito
reproductivo femenino, se recolectaron los frutos y se cuantifico el nimero de semillas
producidas, 16 dias despues de iniciado el experimento. El efecto de estos factores sobre
la produccion de semillas fue examinado usando un ANDEVA de dos vias. Para
determinar s1 existen diferencias estadisticas entre los distintos tratamientos, se
contrastaron las diferencias observadas entre los grupos con una distribucion obtenida por
remuestreo aleatorio de los datos, tras 10.000 iteraciones, usando el programa Rundom
Projects 1.1 (Jadwiszczak 2003).

Para determinar si la hercogamia es un rasgo que evita la autopolinizacion se
marcaron y embolsaron 2 yemas florales en 50 individuos. El dia de la antesis de estas
flores se midio la distancia entre el estigma y la antera mas larga (estimacion de la
hercogamia) sobre una de las flores marcada usando un caliper digital (precision
0,0lmm). Una segunda flor de la misma planta permanecié embolsada durante toda su
vida para evitar el aporte de polen foraneo y sobre esta se estimo la produccion de
semillas. La medicion de la hercogamia es una metodologia invasiva que requiere la
manipulacion de la flor, por lo que se optod por cuantificar el efecto de la hercogamia de
manera indirecta. Mediciones previas muestran que esta variable no difiere de forma
significativa dentro de un mismo individuo (Carvallo & Medel 2005). Transcurridos 18
dias desde la antesis, los frutos de las flores no manipuladas fueron colectados y
conducidos al laboratorio, donde se cuantifico el numero de semillas. Se evalud la
relacion entre hercogamia y produccion de semillas utilizando una regresion lineal
simple, iterando los datos 10.000 veces usando el programa Rundom Project 1.1

(Jadwiszczak 2003).



Evaluacion del sistema reproductivo y depresion por consanguinidad

Estudios anteriores han considerado a M. [uteus var. luteus como una especie auto-
compatible y que requiere de un polinizador para la produccion de semillas (Medel y col.
2003; Pohl 2003) aunque podria existir variacion espacio-temporal en estas
caracteristicas, 1o que ocurre habitualmente en plantas (Herrera 1995; 2005). Por esta
razon se consider6 necesario evaluar el sistema reproductivo de esta especie para la
poblacion estudiada. Con este proposito se marcO y embolsd 120 yemas florales de
distintos individuos. El dia de la antésis las flores fueron asignadas aleatoriamente a uno
de los siguientes tratamientos: (1) autopolinizacion automatica (APA), que estima la
necesidad de un vector para el éxito reproductivo y consiste en evitar el acceso de los
polinizadores a la flor, la cual permanece embolsada toda su vida; (2) autopolinizacion
manual (APM), que utiliza ¢l polen de la misma flor para realizar la polinizacion del
estigma, lo cual tratamiento utilizado para estimar el nivel de autocompatibilidad de la
planta; (3) polinizacion cruzada manual (PC), donde la flor receptora es emasculada y
luego polinizada con polen de una segunda flor escogida aleatoriamente a mas de un
metro de la flor focal; (4) control (C), flores desembolsadas el dia de su antésis y dejadas
intactas hasta su abscision. Cada tratamiento fue replicado 30 veces con flores de
individuos independientes. Para los tratamientos de polinizacion cruzada se utilizo polen
de una flor cuya antésis ocurrio el dia de la polinizacion, estas flores fueron previamente
embolsadas. La polinizacion se realizo con una micropipeta Gilson p10, tomando 2ul. de
una solucion agua-polen desde un tubo de centrifugado, donde previamente se mezclo
20uL de agua con las cuatro anteras de la flor utilizada para llevar a cabo la polinizacion.
La solucién fue depositada inmediatamente después de su preparacion sobre el estigma.
Con esta metodologia se estandarizo la cantidad de polen depositado en cada estigma (en
2ul, 832,6 + 84.8 granos de polen, n = 7, media = 1EE). Veinte dias mas tarde de
aplicado el tratamiento, los frutos obtenidos fueron cosechados maduros y en el
laboratorio se cuantifico el namero de semillas dentro cada fruto. Se relaciono el

tratamiento de polinizacion con la produccion de semillas. Un segundo componente de



exito reproductivo medido fue la proporcion de germinacién de las semillas obtenidas.
Para obtener esta variable, las semillas fueron puestas a germinar sobre placas Petri de
forma independiente para cada fruto, usando como sustrato papel absorbente humedecido
diariamente con 20mL de agua potable. Las capsulas se mantuvieron en el laboratorio
bajo un régimen de iluminacién natural. Se evaluo la capacidad de germinacion de las
semillas como la razon entre el numero de semillas que germinaron 9 dias después de
niciada la siembra dividido por el total de semillas al inicio del experimento. Esta razon
fluctia entre 0 (baja germinacion de las semillas) v 1 (germinacion completa de todas las
semillas), Para determinar si existen diferencias estadisticas entre los distintos
tratamientos, tanto para la producciéon como para la germinacion de las semillas, las
diferencias observadas entre los tratamientos fueron contrastadas con una distribucion
obtenida por remuestreo aleatorio de los datos, tras 10.000 iteraciones, usando el

programa Rundom Projects 1.1 (Jadwiszczak 2003).
Se calculo el nivel de depresion por consanguinidad (&) para cada estimador de

adecuacion usando el siguiente indice:

B Wo -Ws
Wo

)]

donde W es el éxito reproductivo promedio de los individuos con polinizacion cruzada
manual y Ws es el éxito reproductivo promedio de los individuos con auto polinizacion
manual (Charlesworth & Charlesworth 1990; Keller & Waller 2002). El indice fluctia
entre 0 (ausencia de depresion por consanguinidad) y 1 (maxima depresion por
consanguinidad). Para determinar la significancia estadistica del indice, se compar¢ el
valor observado de 6 con una distribucion obtenida de la permutacion aleatoria de los
datos (10.000 iteraciones) utilizando analisis de Montecarlo (Hood 20035), evaluando la
hipétesis nula que & opservato = 0. También se calculé el indice de auto-incompatibilidad.
dividiendo el nimero de semillas obtenidas por autopolinizacién manual por el nimero

de semillas obtenidas por polinizacién cruzada manual (Ruiz-Zapata & Arroyo 1978).



Este indice toma valores entre 0 y 1, especies con valores menores a 0,2 se consideran
autoincompatibles.

Caracterizacion del ambiente de polinizacion

St los mecanismos que evitan la autopolinizacién son interpretados como rasgos que
evolucionan en respuesta a costos reproductivos (Charlesworth 1990), la caracterizacion
del ensamble de polimizadores y su tol en la polinizacion seran importantes para
comprender la evolucion de los sistemas reproductivos en plantas (Charlesworth &
Charlesworth 1987, Herrera 1995; Barrett & Harder 1996, Kalisz & Vogler 2003; Barrett
2003). En esta direccion, se determino la composicion del ensamble de polinizadores y la
preferencia que estos presentan sobre rasgos tlorales, especificamente sobre el area de la
corola y la guia de nectar. En una segunda etapa, se estimo experimentalmente cuél es la
contribucion de la reproduccion autogama y alogama a la produccion de semillas de M
luteus.

Para verificar la preferencia de los polinizadores sobre los distintos fenotipos
florales, se efectuaron observaciones de la tasa de visita en tres cuencas de similares
caracteristicas (transectos de 120 x 2m; orientacion este-oeste). El 12 y 16 de febrero del
2005, entre las 700 y 2100 horas, en cada una de estas cuencas se establecieron
aleatoriamente 25 cuadrantes de Im x 1m, en cada uno se cuantifico el namero de flores
(214,1 = 25,6 flores; n = 25; media = 1EE). Para cada cuadrante se realiz observaciones
de los polinizadores en periodos de 30 minutos, entre las 800 y 2100, rotando
aleatoriamente entre ellos. Observaciones anteriores en poblaciones naturales de A
luteus var. luteus han mostrado que no existen polinizadores nocturnos {(Medel y col.
2003: Pohl 2003). En total se acumularon 1.028 minutos de observacion. Se considero
como polinizador a aquellos animales que ingresaron al tubo de la corola. Cada vez que
se observo la visita de un polinizador dentro del parche, se registrd la identidad del
visitante y el estado estigmatico de las flores (abierto/cerrado) una vez efectuada la visita.

Los visitantes florales fueron capturados para realizar su determinacion taxonomica. Para



obtener la preferencia fenotipica floral de cada polinizador, cada flor visitada fue
fotografiada obteniendo el registro de la corola. La imagen de la corola fue capturada
digitalmente usando una cdmara Nikon Coolpix 4300 (Nikon Corporation), desde la
perspectiva de aproximacién del polinizador, en un plano de 90° al eje del tubo de la
corola. La distancia desde la camara a la flor fue mantenida de manera constante con un
soporte plastico rigido y la imagen fue escalada incluyendo en la toma fotografica una
regla graduada milimétricamente. Desde esta imagen se estimé el tamaifio de la corola yel
area de la guia de neéctar usando el programa SigmaScan Pro para Windows, versién 5.0
(1999 SPSS Inc.). Se observd un bajo namero de visitas florales (0,0025 visitas-flores”
"“hora™; 1EE = 0,001 1; n=9) con sdlo 9 registros de fotografias de corolas visitadas.

El modo de polinizacion puede ser inferido experimentalmente combinando
distintos tratamientos de manipulacion floral y cuantificando la produccién de semillas
(Lloyd & Schoen 1992; Schoen & Lloyd 1992, Herlihy & Eckert 2002). Los sistemas de
reproduccion en plantas pueden ser calificados en alégamos y autégamos, reconociéndose
dentro de este ultimo grupo tres tipos de polinizacion: autopolinizacién previa,
competitiva y tardia, las que se diferencian de acuerdo a la etapa en que ocurren dentro de
la ontogenia floral (Lloyd & Schoen 1992). La ocurrencia de autopolinizacion
competitiva es un fenomeno dificil de medir, porque ocurre simultaneamente con la
alopolinizaciéon cuando la flor estd siendo visitada por un polinizador e idealmente
requiere del uso de herramientas moleculares de paternidad para ser detectada (Awadalla
& Ritland 1997; Ritland & Leblanc 2004; Moeller & Geber 2005). Para determinar la
contribucion de la reproduccion alégama y autogama a la produccion de semillas se
marcaron tres yemas florales por individuo, las que fueron embolsadas para impedir el
acceso a los polinizadores; el dia de la antesis se aplico uno de los siguientes tratamientos
sobre cada una de estas flores por individuo: (1) una flor fue emasculada y desembolsada,
lo que permitio el acceso a los polinizadores, en esta caso la produccién de semillas es
consecuencia de la alopolinizacion (polinizacion cruzada y geitonogamiaj, (2) flor sin
acceso a los polinizadores, las flores se mantuvieron cubiertas con una bolsa de gasa; en
este caso la produccion de semillas es producto de la reproduccién autégama y excluye a

la autopolinizacion competitiva mediada por polinizadores; y (3) flor sin manipular,
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donde se ve la contribucién a la produccion de semillas de todos los componentes de la
polinizacién (autogama y alégama). Esta metodologia supone que en un individuo todas
las flores presentan la misma oportunidad de ser visitadas. Para la emasculacién, se
utilizé una pinza, cuidando no depositar polen en el estigma. Transcurridos 17 dias desde
que cada tratamiento fue aplicado, se recolectaron los frutos, los que fueron guardados en
sobres de papel de manera independiente y transportados al laboratorio donde se
cuantifico el namero de semillas para cada uno de ellos. La produccién de semillas fue
comparada entre los tres tratamientos, contrastando las diferencias observadas entre los
grupos con una distribucion obtenida por remuestreo aleatorio de los datos, tras 10.000
iteraciones, usando el programa Rundom Projects 1.1 (Jadwiszczak 2003). Para el
analisis sélo se consider6 aquellos casos donde la antesis entre la primera y altima flor de
cada individuo ocurrié dentro de 24 horas. Con esta restriccion, s6lo un individuo fue
excluido de los analisis. Las compraciones entre los tres tratamientos permiten determinar
la contribucion de la autogamia y alogamia a la produccion de semillas, para este ultimo
caso se utilizo el calculo de aseguramiento reproductivo (Herlihy & Eckert 2002). El
aseguramiento reproductivo (R) es un indice que es calculado a partir de las diferencias
en la produccién de semillas de una flor sin manipular y una flor emasculada dentro de un

mismo individuo. La formula para su calculo es:
R=UM-EM

donde UM y EM corresponden a la produccion de semillas de los individuos sin
manipulacién y aquellos emasculados, respectivamente. Para determinar la significancia
estadistica de R, se comparé el valor observado de R con una distribucion obtenida de la
permutacion aleatoria de los datos (10.000 iteraciones) utilizando analisis de Montecarlo

(Hood 2005), evaluando la hipétesis nula que R pservado = R Kenapaier

i3



Figura 1

(a) Vision parcial del sitio de estudio en el valle de La Engorda, faldeos del volcdn San
José, Regién Metropolitana, Chile (33°37°S 70°01'W) y (b) detalle de la corola de M.
luteus var. luteus desde la perspectiva de aproximacién del polinizador, donde se observa

la guia de néctar sobre el pétalo de aterrizaje
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RESULTADOS

Cierre estigmitico y hercogamia como barreras a la autopolinizacién

El dia de la antesis, con la excepcion de un solo individuo, todos los estigmas de las
flores usadas en este experimento se encontraban abiertos (99,91% de los casos, N = 90).
Cada vez que se aplicé el tratamiento de polinizacion, los estigmas se cerraron frente a la
estimulacion mecanica tal como se ha detectado en otros estudios (rango de tiempo de
cierre 0,89 - 51,59 seg, Carvallo & Medel 2005). El 60% de los estigmas permanecieron
cerrados 10 min después de la primera polinizacién manual, no existiendo diferencias
entre los individuos que recibieron polen y aquellos que recibieron polinizacién placebo
(Tabla 1). Para este intervalo de observacién la fuente de polen no explicé la conducta del
estigma (W = 0,449; P = 0,502; Tabla 2). Transcurridos 20’ después de la primera
polinizacién, el 42,2% de los estigmas se encontraban cerrados, siendo mayor esta
proporcion en aquellas flores que recibieron polen en comparacién a las flores
polinizadas con una solucién placebo (50% y 27% de estigmas cerrados respectivamente:
Tabla 1}, para este intervalo de observacién ni el niimero de polinizaciones ni la fuente de
polen explicaron el estado del estigma (estadigrafos en Tabla 2). A los 30° de la primera
polinizacién un 33,3% de los estigmas permanecen cerrados, existiendo diferencias entre
aquellos tratamientos que recibieron polen y el tratamiento placebo (50% y 0% de
estigmas cerrados respectivamente; Tabla 1) aunque s6lo el nimero de polinizaciones fue
un factor que explicé la variabilidad del estado del estigma (Tabla 2). Frente a
incrementos en el nimero de polinizaciones, aquellos estigmas que no recibieron polen
(placebo) permanecieron abiertos en mayor proporcién que aquellos que recibieron polen
(17% y 55% de estigmas cerrados, respectivamente; Tabla 1). Los resultados indican que
aunque se observo una diferencia en la proporcién de estigmas cerrados entre aquellas
flores que recibieron una polinizacién con polen y placebo, esta diferencia no tuvo

significancia estadistica (Tabla 2). El nimero de estigmas que permanecen cetrados fue



explicado por el namero de polinizaciones que recibe una flor, lo que se detectd 307
después de una primera polinizacion.

En M. luteus var. luteus el polen es un factor que da cuenta de la variacion en la
produccion de semillas, ya que su ausencia se relaciond con una disminucion en esta
variable (Fuente de polen gl.: 2, CM = 32,260, F = 86,269, P < 0,001), pero no fue
afectada ni por el numero de polinizaciones (g.l. =2, CM = 0,261, F = 0,700, P = 0,554)
ni por la interaccion entre los factores estudiados (gl =4, CM = 0,441, F = 1,181, P =
0,322, Fig. 2). Los contrastes a posteriori mostraron que ¢l grupo de polinizacion placebo
presento una produccion de semillas significativamente menor que el tratamiento de alo-
y auto-polinizacion y que para estos dos tratamientos no existieron diferencias
significativas (Tabla 1 y Fig. 2). Estos resultados indican que incrementos en el numero
de veces que una flor es polinizada no se traduce en un aumento en la produccion de
semillas (Fig. 2) sugiriendo que un evento de polinizacion es suficiente para fecundar
todos los ovulos de la flor.

El aumento de hercogamia en M. [uteus var. [uteus reduce la produccion de
semillas en ausencia de polinizadores (medicion en flores aisladas, n = 48). Se registr6
una produccion autdogama de 54,85 + 9,05 semillas (media + 1EE) en flores aisladas. El
tipo de hercogamia observada en esta especie comesponde a la hercogamia de
aproximacion (Barrett 2003) en la cual el estigma se encuentra sobre las anteras; la
distancia promedio antera-estigma registrada en la muestra fue de 3,09 = 0,27mm. La
regresion lineal entre estas variables fue marginalmente significativa, sugiriendo que la
hercogamia reduciria la autopolinizacién (regresion: Produccion de semillas = 85,63 —
9.93 - hercogamia; = 0,292; n = 48; P = 0,044). Una prueba de poder sefialé que el
numero de flores utilizado para detectar esta diferencia es adecuado (Nresrico = 41; NMuesira
= 48). La relacion (t-o/B)” permite calcular el tamafio de la muestra para lograr el nivel de
significancia obtenido en la regresion (Medel 2000), con un nivel de confianza al 95% («
= 0,05), donde t = 1,96; B es el valor de la pendiente de la regresién (B = -9,930) y o

corresponde a la desviacion estandar de este parametro (o = 32,446).
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Tabla 1. Proporcién de estigmas cerrados y produccion de semillas en funcion de los
factores fuente de polen v ntimero de polinizaciones manuales. La proporcion de estigmas
cerrados fue medida en tres intervalos de observacion (t; = 10 min; t; = 20 min; ty = 30

min después de la primera fertilizacion).

Fuente de polen N© t ta 13 Numero de semillas
polinizaciones (media + 1EE)
Auto-polinizacién I 0,60 030 0720 2003+ 51,74 (n= 10"
3 060 0,60 020 97,44 + 2999 (n= 9
3 0,60 0,60 0,80 92,50+£2749 (n=8)
Alo-polinizacién 1 0,60 030 030 93,00+21,62(n=9)
2 0,60 0,60 050 110,60+2328(n= 10}
3 0,60 0,60 1,00 111,56 + 36,87 (n = 9)
Placebo 1 0,60 040 0.00 1,67 +1.30 (n = 9)
2 0,70 0,40 0,00 390+ 3,68 (n=10)

3 0,50 000 0.00 2,62 +234 (n=8)
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Tabla 2. Resumen de los analisis de regresion logistica utilizados para predecir la
probabilidad de que los estigmas permanezcan cerrados, en funcion de la fuente de polen
y numero de polinizaciones en tres intervalos de observacion (t; = 10 min; t; = 20 min; t:
= 30 min después de la primera polinizacion). Se incluye el valor del parametro de la

regresion (B), su error estandar, el estadigrafo de Wald y el valor de significancia para

cada variable
Fuente de variacion B Error Estadigrafo P
estandar de Wald (W)
ty Intercepto 16,048 23.447
Fuente de polen -0,153 0,229 0.449 0,502
t Intercepto -11.666 23,134 0,254 0614
Fuente de polen 0,103 0.228 0.804 0.650
N° de polinizaciones 0,515 0,441 1.362 0,243
t; Intercepto -41,329 27.3 2,326 0,100
Fuente de polen 0,374 0.268 951 0,162

L9
N° de polinizaciones 1.173 0,292 16,113 0,000



Figura 2

Produccion de semillas en M. Juteus var. luteus bajo distintas fuentes de polen y numero
de polinizaciones. Las barras representan la media de los grupos y el intervalo un error
estandar. Las letras indican el resultado de las comparaciones a posteriori realizadas entre
los grupos, se utilizaron letras iguales para designar aquellos grupos que no difieren

estadisticamente entre si
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Sistema reproductivo y depresién por consanguinidad

La produccién de semillas no present6 diferencias estadisticamente significativas entre
los distintos tratamientos comparados, exceptuando el contraste entre autopolinizacion
automatica y polinizacion cruzada manual (Tabla 3). Al no existir diferencias entre los
tratamientos de autopolinizacion automatica y autopolinizaciéon manual se infiere que A/
[uteus var. luteus no requiere de un vector de polen para su éxito reproductivo, resultado
que difiere de lo observado en otras poblaciones (Medel v col. 2003, Pohl 2003). No
obstante, una prueba de poder indica que una muestra de 109 individuos permitiria
detectar diferencias entre el tratamiento de autopolinizacién manual y automatica. l.a
relacién para determinar el tamafio poblacional necesario para que las diferencias

detectadas sean significativas estadisticamente fue calculado con la relacién:

216)2
o 2s)

2
q

donde 7 representa el nivel de confianza deseado de acuerdo a una distribucion de t: s
corresponde a una medida de dispersion de los grupos comparados, en este caso la
desviacion estandar y ¢ representa el intervalo de confianza de los datos (Milton 1994),
En el caso de los datos de produccion de semillas, para la comparacion entre los
tratamientos de autopolinizacion manual v automatica se utilizo un nivel de confianza del
95% (t = 1,96), el valor de dispersion esta dado por la desviacion estandar (en este caso O
=225,1) y el intervalo de confianza corresponde a la diferencia en la media de los grupos
comparados (79,81 semillas).

Al no existir diferencias entre los grupos de autopolinizacion (automatica v
manual) con el grupo polinizacién cruzada manual se puede determinar que la poblacion
de M. luteus var. luteus estudiada es auto-compatible. Este resultado es congruente con el
indice de auto-incompatibilidad estimado, que presento un valor de 0,73, lo que indica
que esta especie es altamente auto-compatible. Al no detectarse diferencias en la
produccion de semillas entre los tratamientos de polinizacion manual (autopolinizacion v

cruzada) y el grupo control, se infiere que la cantidad de polen aplicada manualmente en



cada polinizacion es suficiente para emular la cantidad de polen que las plantas reciben
en condiciones naturales (Fig. 3). Porcentualmente, un 47 8% de los frutos formados
presenté produccion de al menos una semilla. Este porcentaje fue menor en los
tratamientos de autopolinizacion automatica (40,75%) y control (43,33%), mientras que
este porcentaje aumenta en los grupos de polinizacion cruzada manual (50.00%) »
autopolinizacion automatica (53,13%).

La proporciéon de semillas que germinaron fue similar en todos los grupos
comparados, con una disminucion en la media del tratamiento de autopolinizacion
automatica, aunque esta diferencia no fue significativa estadisticamente (Tabla 3 v Fig.
3). Estos resultados indican que la germinacion de las semillas no es afectada por el tipo
tratamiento de apareamiento utilizado. El 76,5% de los frutos que produjeron semillas
presentaron germinacion en al menos una de ellas, este porcentaje fue similar en todos los
grupos (autopolinizacion automatica: 80,00%; autopolinizacion manual: 76.47%:
polinizacién cruzada manual: 80,00%:; control: 70,50%).

El calculo del indice de depresién por consanguinidad (&) evidencia que no
existen efectos sobre la produccién de semillas (& = 0,267; Limites de confianza oso, = -
1,589 - 0,618; P = 1,000) ni sobre 1a germinacién de las semillas (& = 0.054; Limites de
confianza ¢s0, = -2,054 - 0,657; P = 1,000). Estos resultados no permiten rechazar la
hipotesis nula & = 0, por lo que se concluye que ni la produccion ni la germinacion de las

semillas son afectadas por la depresion por consanguinidad.



Tabla 3. (a) Estadistica descriptiva de la produccion de semillas y proporcién de semillas
que germinaron de la poblacion estudiada de M. /uteus var. luteus. En paréntesis se indica
¢l tamafio de la muestra de cada tratamiento. (b) Resumen de los contrastes realizados
entre los tratamientos para la produccion de semillas (diagonal superior de la tabla) v la
proporcion de semillas que germinaron (diagonal inferior de la tabla). Valores
representan el estadigrafo t-Student tra la aleatorizacion de los datos. En paréntesis se

muestra el valor de P.

(a) Produccion y germinacion de semillas en M. futeus var. luteus

Tratamiento de polinizacion Produccion de semillas Proporcion de germinacion
{media =+ 1 EE) (media = 1 EE)
Autopolinizacion automatica (APA) 43,6 £ 21,5 (n=26) 0.21 0,07 (n=10)
Autopolinizacion manual (APM) 1234 = 35,5 (n=32) 0,320,077 (n=17)

Polinizacion cruzada manual (PC) 168,6 = 54,8 (n = 30) 0,33 £ 0,08 (n= 15)

Conirol (C) 1385414 (n=27; 0,33 =0,09(n=17)

(b) Estadigrafos obtenidos al comparar la produccion (sobre la diagonal) y germinacion

de semillas (bajo la diagonal) entre distintos tratamientos en M. luteus var. luteus

Tratamientos APA APM PC C

APA -1,814 (0,075) 2,090 (0,037) -1,970 (0,053)
APM -1,013 (0,313) -0,710 (0,497)  -0,302 (0,706)
PC -1,013(0,324) -0,070 (0,945) -0,422 (0,676)

c -0,910 (0,365) -0,050(0,958) -0,015(0,987)

I
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Figura 3

Produccion (barra blanca) y proporcion de semillas germinadas (barra negra) en M. luteus
var. futeus obtenidas bajo distintos tratamientos de polinizacion. APA: autopolinizacion
automatica, APM: autopolinizacion manual, PC: polinizacion cruzada manual; C:
control. Las barras representan la media y la linea sobre estas 1EE; los valores dentro de

cada barra indican el tamafio de la muestra para cada tratamiento
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Caracterizacién del ambiente de polinizacién

La tasa de visitas a las flores de M. /uteus var. luteus durante el periodo de observacion
fue bajo (0,0038 = 0,0012 visitas-flores™-hora™, n = 9; media = 1EE tras 1028 min de
observacion) y difiere levemente con otros estudios realizados para la misma especte
(Los Pelambres, Chile: 0,0025 + 0,0009 visitas-flores™-hora™. Medel y col. 2003). En el
sitio de estudio se detectd dos entidades taxonémicas visitando a M. futeus var. luteus: el
abejorro introducido Bombus terrestris (Apidae) (0,0018 = 0,0021 visitas-flores -hora™ . n
= 4 wvisitas) e individuos del género AMelanostoma (Syrphidae) (0,0035 = 0.0056
visitas-flores -hora™, n = 5 visitas). Al comparar las tasas de visitas con las registradas en
otros sitios donde el ensamble de M. /ureus ha sido estudiado (Medel y col. 2003; Pohl
2003) se observa que en el sitio de estudio hay escasez de polinizadores, al menos en las
horas que se realizaron las observaciones. Aunque el bajo numero de visitas registradas
impide relacionar la preferencia de los polinizadores con los fenotipos observados, B,

terrestris visit6 flores con corolas mayores y guias de néctar pequefias (area corola: 769.1

+ 141.1 mm?

; area de guia de néctar: 9,6 = 3,3 mm’; n = 4) en comparacion a
Melanostoma sp. (4rea corola: 6724 = 87.8 mm’; area de guia de néctar: 22.5 = 11.1
mm’, n = 5). Con respecto al horario de las visitas, los individuos del género
Melanostoma sp. sélo fueron observados visitando en las marfianas (entre las 9:00 v
12:00) pero la baja cantidad de visitas impide hacer una inferencia si el fendmeno se trata
de un patron ocasional o si existe efectivamente discriminacion temporal en los
individuos de esta especie. En todas las visitas observadas los polinizadores produjeron
un cierre del estigma (n = 7), aunque no fue posible determinar el estado previo de este.
En observaciones efectuadas a un conjunto de flores de distintos individuos el estigma se
encontraba abierto el 96,56% de las veces (n = 699 observaciones).

Los tratamientos de emasculacion utilizados para inferir la contribucién de los
distintos modos de fecundacion a la produccion de semillas presentaron valores similares

(Fig. 4), existiendo una mayor produccion de semillas en el tratamiento control (109 = 23

semillas, promedio + 1EE, n = 30) en comparacién con el grupo de flores emasculadas



(72 = 19 semillas, n = 35) y con aquellas sin acceso a los polinizadores (40 + 31
semillas, n = 31). Estos resultados indican que la contribucion de la polinizacion
autogama y alogama a la produccién de semillas no difiri6 en esta poblacién (Fig. 4). Se
detecto una reducida contribucion de la fecundacion autdégama a la produccién de
semillas (aseguramiento reproductivo, R) con alta variabilidad (12 + 127 semillas, n=21;
Fig. 4) y no difirié estadisticamente de los valores obtenidos por remuestreo aleatorio de
los datos (Promedio = 12,96 semillas; IC 95% = -70 — 92 semullas; P > 0,280 tras 10.000
iteraciones). La gran variabilidad en el estimador de aseguramiento reproductivo sugiere
que un porcentaje importante de los individuos utilizados en la muestra presentan un

mecanismo autogamo en la produccion de semillas.



Figura 4

Produccion de semillas bajo tres tratamientos de manipulacion floral en individuos de M
luteus var. luteus y contribucion a la produccién de semillas de la polinizacion autégama
(aseguramiento reproductivo, R). Las barras representan el promedio de semillas y la

linea 2EE. Los distintos tratamientos fueron contrastados entre si, obteniendo un valor de
p (a = 0,05)
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DISCUSION

En este trabajo se evalud si en M. Jureus var. Juteus la autopolinizacion es reducida a
través de dos mecanismos: el cierre estigmatico. un rasgo caracteristico de este género, v
a través de la separacion espacial de las anteras v el estigma. Luego que los l6bulos
estigmaticos de M [luteus var. luteus son estimulados mecanicamente, éstos se cierran
(rango de tiempo de cierre 0,89 - 51,59 seg, Carvallo & Medel 2005) y permanecen en
este estado un tiempo variable (rango de tiempo en ausencia de polen: 8 — 2245 seg.
Carvallo & Medel 2005). Esta conducta ha sido considerada como una estrategia para
evitar la autopolinizacién va que los visitantes que contactan el estigma pueden favorecer
el traspaso de polen dentro de la misma planta (Faegri & van der Pijl 1971). Sin embargo,
los resultados obtenidos muestran que en M. [uteus var. luteus el tiempo que el estigma
permanece cerrado no evita la autopolinizacion, ya que la fuente de polen no da cuenta de
la variabilidad en este rasgo. La ausencia de polen genera una mayor proporcion de
estigmas que permancen abiertos, por lo que se infiere que la carga de polen que el
estigma recibe seria importante en determinar su estado (30%, 9% y 0% de los estigmas
permanecen cerrados tras 1, 2 v 3 eventos de polinizacion placebo, Tabla 3). La tendencia
de los estigmas a reabrir cuando no reciben una carga de polen ha sido evidenciada en
Prosboscidea louisianica (Martyniaceae; Thieret 1976), Caralpa speciosa (Bignoniaceae:
Stephenson & Thomas 1977), M guttatus (Dudash & Ritland 1991) v M. awrantiacus
(Fetscher & Kohn 1999). Trabajos con la gspecie norteamericana M aurantiacus han
mostrado que la probabilidad de que los estigmas permanezcan cerrados aumenta con la
cantidad de granos de polen depositados en su estigma. ya que el mecanismo de cierre se
relacionaria con la cantidad de évulos fecundados (Fetscher & Kohn 1999) Este no
parece ser el caso de M Juteus donde se detectdé que aumentos en el nimero de
polinizaciones no se reflejan en una conducta diferencial del estigma. Esto se produciria
por la fecundacion de todo el set de dvulos con la carga de polen que se utilizé en este
trabajo (~ 830 granos de polen) como se puede observar al comparar la produccion de

semillas tras tres eventos de polinizacion (Fig. 2). Para este trabajo la respuesta del

i)
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estigma fue evaluada transcurrido un tiempo desde la polinizacion (a los 10°, 20" v 30°
tras la primera polinizacién), con lo que no fue posible detectar los efectos inmediatos de
la fuente de polen sobre el movimiento de los 16bulos estigmaticos. Detectar este tipo de
respuesta en el campo es metodoldgicamente complejo. Sin embargo futuros estudios
deberian considerar su medicién al menos en condiciones de laboratorio.

La hercogamia en esta especie reduciria la produccion de semillas por
autofecundacion. La distancia hercogdmica explica un porcentaje importante de la
varianza en la produccion de semillas autogamas (r° ~ 30; P = 0,044). Trabajos con otras
especies del género Mimulus han mostrado una relacion positiva entre hercogamia v
semillas producidas por alo-polinizacion (M. ringens, Karron y col. 1997), destacandose
la importancia en la disminucion de este rasgo para permitir la evolucion hacia una
estrategia de fecundacién autégama (Carr v col. 1997). Si bien en M, luteus var. luteus la
hercogamia puede ser considerada como un rasgo que disminuye la autopolinizacion, la
ausencia de efectos deletéreos de la autogamia, al menos para la produccion v
germinacion de semillas, sugiere que la presion selectiva sobre este rtasgo es débil.
relajando la eficacia de este mecanismo como defensa a la autopolinizacion. De la misma
forma se explica la ineficacia de la conducta estigmatica como mecanismo para evitar la
autopolinizacién. Los mecanismos evaluados en este trabajo no parecen ser barreras
efectivas contra la autopolinizacion, lo que se espera por la ausencia de desventaias
reproductivas en la produccion de semillas y la germinacién de estas. Varios autores han
mencionado a la autopolinizacion como un mecanismo reproductivo  deletéreo,
principalmente por los efectos de la consanguinidad (Schemske 1983: Lande & Schemske
1985; Barrett & Charlesworth 1991; Schultz & Willis 1995: Barrett & Harder 1996) lo
que ha servido de sustento a la hipotesis que considera a la conducta estigmatica como un
1asgo que evita la autopolinizacion (Faegri & van der Pilj 1971) sin existir aun evidencia
empirica en ese sentido (Fetscher & Kohn 1999 Richardson 2004. este trabajo). En M
luteus var. luteus no se detecté depresion por consanguinidad. al menos a nive!l de
produccion y germinacion de semillas (5 = 0,267 y & = 0,054, respectivamente),

Al igual que en trabajos anteriores, se evidencia que M [uteus var. [uteus es una

especie autocompatible (Medel y col. 2003, Pohl 2003). Las especies autocompatibles



presentan mas oportunidades de presentar cambios evolutivos desde estrategias de alo-
a auto-polinizacién (Charlesworth & Charlesworth 1987; Lloyd & Schoen 1992), porque
en ellas los efectos de la depresion por consanguinidad han sido reducidos (Lande &
Schemske 1985; Charleworth & Charlesworth 1987; Liovd & Schoen 1992; Husband &
Schemske 1996). Estudios efectuados en el género Mimulus han mostrado que no existen
efectos de consanguinidad en etapas posteriores del ciclo de vida tales como el nimero de
flores y biomasa de las plantas (M. guttatus, Carr & Eubanks 2002; Ivey y col. 2004).

El tipo de estrategia reproductiva que presenta una especie depende del ambiente
de polinizacion (Kalisz & Vogler 2003; Moelier & Geber 2005). La produccion de
semillas en la poblacidn estudiada seria independiente de la presencia de polinizadores
(Fig. 2 v 4). Estudios anteriores concluian que M. /ureus requiere de un vector de polen
para su éxito reproductivo (Medel y col. 2003; Pohl 2003), sin embargo los resultados de
este trabajo no son concluyentes en este sentido. Por un lado, se detectd que las flores
aisladas de polinizadores son capaces de producir semillas aunque el aseguramiento
reproductivo no presento valores estadisticamente significativos (Fig. 4). Esto supone que
M. luteus var. luteus presenta un mecanismo autégamo de produccién de semillas. Por
otro lado, las flores emasculadas presentaron una produccion de semillas similar a las
flores utilizadas como control, lo que indica que existié alopolinizacion. Sin embargo la
actividad de polinizadores durante el transcurso del estudio fue escaza. Aunque no s¢
evaluo la presencia de polinizadores noctumos, en estudios anteriores se ha descartado su
presencia (Medel y col. 2003). Si la alopolinizacion que fue detectada es producto de un
vector bidtico, las visitas pudieron ocurrir fuera del intervalo de observacion,
principalmente al amanecer donde el picaflor cordillerano Oreotrochilus leucoplevrus
(Trochilidae) centra sus visitas (Medel y col. 2003; Pohl 2003). Otro mecanismo que
explicaria la alopolinizacion es la anemofilia, que ha demostrado ser importante en
poblaciones de plantas presentes en vegas (Arroyo y col. 1983), aunque es preciso un
estudio especifico que determine el mecanismo de polinizacion en esta especie, al menos
para la poblacion estudiada. Una disminucién en la abundancia de polinizadores seria una
barrera reproductiva importante en Mimulus disminuyendo la produccion de semillas

(Ramsey y col. 2003). Esto se puede observar al comparar distintas poblaciones de M.



luteus estudiadas, donde se detecta una relacion positiva entre la abundancia de
distintos taxa de polinizadores con la produccion de semillas (Localidad de Los
Pelambres 3352 + 15,9 semillas, n = 300 frutos, 4 taxa de polinizadores observados
[Medel y col. 2003]; El Yeso ~800 =+ ~50 semillas; n = 157 frutos, 11 taxa de
polinizadores observados [Pohl 2003]; Volcan San José 62 = 10 semillas, n = 70 frutos. 2
taxa de polinizadores observados, este estudio). Una gran cantidad de argumentos
hipotéticos apuntan a que los cambios de estrategia reproductiva de una especie son
causados principalmente por la fluctuacién del ensamble de polinizadores (Herrera 1995
1996, Goémez 2002, Kalisz & Vogler 2003; Herrera 2005). La consideracion de este tipo
de variacion en la biologia reproductiva de plantas es un fenémeno relativamente
novedoso y que ha adquirido connotacién en los Gltimos afios (Herrera 1995, 2005,
Moeller & Geber 2005). Futuros estudios deben determinar el contexto ecologico en que

surge la reproduccion autégama en poblaciones de Mimudus.
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CONCLUSIONES

La proporcion de estigmas que permanecen cerrados después de la polinizacion no
responde de manera diferencial a la fuente de polen (auto- y alo- polen) por lo que se
descarta la conducta estigmatica como un mecanismo que evita la autopolinizacion

Se detecto una relacion negativa y estadisticamente significativa entre hercogamia y
produccion de semillas por autogamia (1‘1 ~ 30%), sugiriendo que este mecanismo
puede contribuir a evitar la autopolinizacion

En M luteus var. luteus no existen efectos deletéreos de la autofecundacion sobre la
produccion (& = 0,267) y germinacion de semillas (3 = 0,054). Esta especie es
altamente autocompatible y al menos la poblacion estudiada no requiere de
polinizadores para su éxito reproductivo.

En la poblacion estudiada se observo escasez de polinizadores. La contribucion de la
alo- y auto-fecundacion a la produccion de semillas no difirid, se infiere que la
contribucion a la produccion de semillas esta determinada por estos dos modos de
reproduccion (auto- y alo-gamia). Sin embargo, los mecanismos de fecundacion no
fueron dilucidados. Experimentos de emasculacion descartan a la apomixis como un

mecanismo que contribuya a la produccion de semillas en esta especie.
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