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RESL]MEN

Las plantas presentan diversidad de sistemas reproductivos. con especies con estrafegias

exclusivamente autógamas y alógamas, aunque un gran número 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 1' la

depresión por consangunidad han fhvorecido la aparición de rasgos florales que evitarían la

auopolinización. Usando la planta herbácea lv[imulu-¡ l lc,/.s se evaluó la eficacia de dos

rasgos que han sido postulados como mecanislnos que evitan ia autopolinización: la

conducta estigmática y la distancia entre antem-estigma (hercogarnia). Un experimento de

dos thctores, fuente y número de polinizaciones, fue aplicado sobre 90 estig$as de flores .le

individuos distintos el día de la antésis, para estimar si el tiempo que el estigma permanece

cerrado responde de rnanera diferencial a estas variables. El tienrpo que el estiglra

pennanece cenado no respondió de manera diferencial a la fuente de polen (autopolen ir

alopolen), por lo que este rasgo no puede ser considerado un mecanistno que evita la

autopolinización. La proporción de estigmas que permanecen cerrados aumentó con un

incremento en el número de polinizaciones que los estigmas recitlieron. Para deterrninar si

la hercogamia en esta especie contribuye a evilar la producción de semillas por

autopolinización, se rnidió la distancia antera-estigma sobre individuos aislados de

polinizadores la que fue correlacionada con ia producción de semillas- La hercoganria

explicó un 30% de la variación en la producción de semillas. sugiriendo que este

mecanismo evitaría la producción de semillas por autogamia. Además usando tratamientos

de polinización manual se estimó la depresión por consanguinidad 16) sobre dos variables

de adecuación biológica: producción y germinación de semillas.. Los bajos valores de

depresión por consanguinidad (6: 0,267 y 6:0,054 para la producción y geminación de

las semillas respectivamente, valores n.s.) sugieren que mecanismos que evitan la

autopolinización no presentarían una oportunidad ilnportante de selección en esta especie.

Al 'igual que en otros estudios. se obsenó q:ue lvl. l*aus es una especie autocompatible.

pero que la población estudiada no requiere de la presencia de polinizadores para su érito

reproductivo. La tasa de visitas de polinizadores en el sitio de estudio fue muy baja (0.0038



visitas.floresl.hora-r; lEE : 0,0012; n : 9 visitas en 10f8 min de observación) v está

determinada por dos especies. 
^lfelanosfomü 

sp. v Bombus ren'c.ctt'is. Experimentos de

manipulación floral dentro de la población pennitieror-r detectar una coutribución sirnilar de

la reproducción alógama y autógama a la producción de semillas. Estudios de biología

reproductiva en esta especie descartaron a la aporniris como nrecanisnro que contnbul a a

la producción de semillas en esta especie. Globalmente. la ausencia de efbctos deletéreos de

la autofecundación se relacionan con la ausencia de eficacia del ciene estismático colro

barrera a la autopolinización.

vi



ABSTRACT

In plants with hennaphrodite flowers, the detrimental effeot of selñng has promoted the

evolution of mechanisms that avoid this breeding system. Evaluation of this hypothesis

requires a detailed kaowledge of the reproductive system of the species under scrutiny.

using the herbaceous plant Mimulus luteus r evaluafed the effectiveness of two flowe¡
traits that avoid selfing. (i) the tirne of stigrna closure after contact, (íi) the anlher-stigma

distance (herkogamy) I measured the effects of inbreeding depression (6) on seed

production and germination in a two-factor design using source and number of pollination

events as factors. Experimental pollination w¿s carried out on 90 stigmas in the fint day

of anthesis. To determine whether herkogamy contributes to avoidance of selfing, the

anther-stigrna distance was measured in flowers isolated ñom pollinators. The time of
stigma closure did not correspond to the source of pollen (self-pollination or allo-

pollination), 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, irespective of the number of poilination events. Herkogamy accounted

tbr 30% of variation in seed production, suggesting that this mechanism may help to

avoid seed production by selfing. However, the absence of selñng costs (§: 0,267 and6
: 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. luteus is an selfcompatible specie. Ilowever, unlike

other populations, the presence of pollinators is not required for reproductive success. The

lorv visitation rate (0.0038 visits*flower ixhodt; 1EE:0.0012; n:9 visits, 1028 min of

observation) was determined by two taxa: Melanostoma sp. and Bombus terrestris. Thís

observation was consistent with results from floral manipulation experimenls that detected

a similar contribution of allogamous and autogamous reproduction to seed production,

rejecting apomixjs as a potenfal 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.



INTRODUCCIÓN

Los sistemas reprcductivos en plantas presentan dos puntos de estabilidad: la autogamia y

la alogamia, aunque existe un gran número de especies con sistemas reproductivos mixtos

(Lande & Schemske 1985; Schemske & Lande 1985; Banett & t{arder 1996). Las

explícaciones que dar cuenta de esta variación son un debate candente en evolución. Por

un lado, las ideas de selección aulomática de Fisher (1930) explican como la autogamia

constituye una estrategia estable, ya que permite el traspaso completo del genoma

parental a la siguiente generación (Schultz & Willis 1995; Barrett & Harder 1996.

Husband & Schemske 1996; Byers & Waller 1999; Sweigart & Willis 2003). Por otro

lado, la perdida de la autogamia estaría gatillada por el aumento de homocigosis y la

expresión de genes letales (Schemske 1983; Lande & Schemske 1985t Baneu &
Charlesworth 1991; Schultz &. Willis 1995) evidenciándose depresión por

consanguinidad Qloyd 1979; Charlesworth & Charlesworth 1979, 1987.. Lande &
Schemske 1985; Can & Eubanks 2002; Keller & Waller 2002). Aproximadamente un

te¡cio de las plantas presentan sistemas reproductivos mixtos, con alo- y auto-

polinización simultránea @anett y Harder 1996) señalándose que la estrategia que

adoptara una planta (autógama o alógama) dependera de factores relacionados tanto con

su biologia como de las características que presenta su ensamble de polinizadores (\4üller

1883; Herrera 1995; Barrett & Harder 1996; Chitrka 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

@arwin 1876; Sprengel 199ó; Waser & price 19gl; Barrett 2003; Lunau 2002), los

polinizadores también pueden prestar un sewicio indirecto a la aüopolinización a través

de 1a geitonogamia y la polinización facilitada, favoreciendo la evolución de la autogamia

(I-loyd & schoen 1992). La porinización facílitada ocurre en las flores por los

movimientos que el animal realiza dentro de estas, provocando el depósito involuntario

de polen sobre 1os estigmas (Ir,{üler 1883; Kimura 1959; schneider & Buchanan 1980).



Tarnbién se ha considerado que la autopolinización facilitada tiene consecuencias

desventajosas en varias etapas de la reproducción (charlesworth & charlesworth 1990;
l,ively & Lloyd 1990) ya que los granos de polen destinados a la polinización cruzad¿
son usados en la autotbcundación (discontinuidad polímca, Holsinger 1991; Kohn &
tsarett 1994) y los óvuros destinados a la fecundación alógama reciben poren de la
misma flor, lo que disminuye la producción de semilias cuando ocurre depresión por
consanguinidad (discontinüdad de semillas, Herlihy & Eckert 2002)_ por estos motivos,
se ha propuesto que las plantas presentan una serie de rasgos que evitan la
autopolinización por los costos reproductivos implícitos que esta presenta (Faegri & van

der Pijl 197 i; stebbins 1974). Entre tales mecanismos, 1os más estudiados corresponden a
la auto-incornpatibilidad genética, en que se produce un rechazo al polen propio (Banett
1988; castric & vekemans 2004); la hercogamia que es la separación espacial de las

anteras y del estigÍra dentro de la flor (campbell y col. 1994; Kohn & Barrett 1994;

Takebayashi & Delph 2000; Thompson & Dommee 2000) y ia dicogamia, donde los

componentes masculinos y femeninos de la flor maduran en diferentes tiempos (-loyd
1979; Gregorius y col. 1987; Holtsford & Ellstrand 1992; Aizen& Basilio 1995; Banett

2002).

Plant¿s con flores hermafioditas y con visitas de polinizadores presentan una

mayor proporción de seinillas fonnadas por autopolinización facilitada (Harder & Barrett

1996; Ashman y col. 2004). La cantidad de visitas de una flor puede incrementar en

función al grado de atractividad que presenta a sus polinizadores dado por estructuras

tales como el tamaño (Campbell y col. 199i; Mitchell y coi. 1998), color (Waser 1978;

Waser & Price 1981; Stanton 1987, Sutherland & Vickery Jr 1992; Withiock 1995) y

forma de la corola (Schemske & Bradshaw Jr 1999; Galen & Cuba 2001) o presencia de

guías de néctar (Medel y col. 2003). La presencia y eficacia de rasgos que evitan la

autopolinización en una planta est¿fur determinadas por la magnitud de los efectos

deletéreos producidos por la autogamia, lo que favorece estrategias mixtas de

reproducción. El estudio de esta hipótesis está sujeta a la evaluación de las siguientes

predicciones- Primero, se debe determinar la existencia de rasgos que evitan la

autopolinización; en segundo lugar se debe evidenciar si la autogamia es una estrategia



rcproductiva desventajosa en comparación a la alogamia, por los etbctos deletéreos que

presenta este modo de reproducción. Por último, los estudios reproductivos en plantas

deben considerar el ambiente de polinización en que se desanollan las especies, desde

que se ha evidenciado que ta variación en el ensamble de polinizadores es un facror

importante en determinar e[ tipo de sistema reproductivo que una planta adopta (Herrera

19951 Kalisz & Vogler 2003; Moeller & Geber 2005). La conducta estigmática es un

rasgo que podría haber evolucionado como mecanismo que eüta la autopolinización, en

respuesta a los costos reproductivos de la autogamia (Faegri & van der Pijl l97l). l.a

conducta estigmáiica hace referencia al cierre y reapertwa de los lóbulos de estigmas

bilobulados, rasgo que eslá presente en algunas familias del orden lamiales

(B ignoniaceae. Lentibulariaceae, Martynaceae y Phrymaceae; Fetscher & Kohn 1999). El

ciene estigrnático ocurre como consecuencia de la estimulación mecánica que este recibe

l-' su reapertum está condicionada por el número de óvulos que son fecundados denfo de

la tlor (Fetscher & Kohn 1999). No obstante, se desconoce si la conducta estigmática

responde de manera difbrencial a distintas fuentes de polen (auto- y alo-polinización).

Usando como modelo de estudio la hetbácea Mimulus lute*¡ L. (Phrymaceae) se

examinará sr existen mecanismos que eviten la autopolinización y si estos rasgos pueden

ser considerados como una'detbnsa' a la autogamia por los costos reproductivos que este

modo de reproducción presenta. Especificamente se evaluaran las preguntas: (l) ¿son el

ciene estigmático y la hercogamia mecanismos que actúan como barrera a la

autopolinización'?, (2) ¿existe depresión por consanguinidad en AZ lutew'l; (3) ¿hay

consistencia entre el ambiente de polintzación y el mecarusmo feproductivo que presenta

la especie estudiada? La especie Mtmultt¡ luteus var. luteus L. (Phrymaceae) habita en

chile en la precordillera de los Andes, desde la III a la XI región asociada a cursos de

agua (von Bohlen 1995). Produce flores hermafroditas solitarias con corolas tubulares

amarillas que presentan una mancha roja en el lóbulo infenor (Fig. l) la que actúa como

guia de nectar sin reflejar en el espectro UV (Medel y col. 2003, Botto y col. 2004).

Estudios realizados en una población muestran que existe selección mediada por

polinizadores sobre la guia de néctar (Los Pelambres, IV región, chile; Medel y co1.

2003) y que esre rasgo presenta co-variación 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 producción de serniilas y que es una especie

nutocompatible (Pohl 2003; Medel col. 2003), aunque podría existir variación geogática

en estos rasgos lo que ocurre habitualnrente en plantas (Henera 1995). Para esta especie

no existen trabajos que evalúen de manera directa la depresión por consanguinidad. Con

respecto a los rmecanismos que evitaríal la autopolinización, en el género se ha estudiado

el etbcto de [a hercogami a O,'1. gultatus, Can & Fenster 1994 y M. ringens, Karron y col.

t997) y la conducta del estigrna, sugiriéndose que los lóbulos estigmáticos una vez

contactados fisicamente cumplirían esta ñ¡nción (M. aurantiacus, Fetscher & Kohn

1999). Actualmente eu rtll¡¡¡¿¡lus (turdnlidcus el estigrna permanece cenado dependiendo

de la cantidad de óvulos fecundados (Fetscher & Kohn 1999).



OBJB,TIVOS

' Determinar si la conducta estigmática y la hercogarnia son r¿Isgos que contribuyen a

evitar la autopolinización en esta especie

' Comparar el efecto de la auto- con la alo- polinización sobre la producción y

germinación de semillas de Mimulu,s luteus

' Evaluar si las condiciones de polinización de M. luteus favorecen la estr¿tegias

(rasgos) que evitan la autopolinización



}IATERIALES Y MÉTODO§

Sistenm y silio de esfudio

:\hnalus lufeur var- ltteut L. (Phrymaceae) es una especie herbácea que habita lugares

asociados a cursos de agua, en la precordillera de los Andes, desde la III a la XI Región

cn Chile (von Bohlen 1995). Produce flores hennafroditas solitarias con co¡olas tubulares

amanllas que presentan una mancha rqa en el lóbulo inferior (Fig.1) la que actúa como

guia de nectar sin reflejar en el espectro UV (Medel y col. 2003, Botto y col. 2004). Con

el proposito de comparar la co-variación entre ia guía de néctar y el ensamble de

poiiriizadores con otras potrlaciones, este estudio se realizó en rura población localizada

cn el fundo de La Engorda, faldeo del Volcán San José (33"37'5 70"01'W, 2580m),

Itegrón Metropolitana, Chile, ell cnero del año 2005. Todos los experimentos luercn

realizados en un parche monoespecifico que cubrió una longitud de 135m x 2,3m. La

niatriz vegetacional circundante de lvl luteus incluye a Adesmiu ecftlzas (Papilonaceae),

llerheris empetribliu (Berberidaceae), Cttittphora coronata (Loasaceae), CalceoluriLt

h(loru lC.alceolariaceae), C.ulc'eoluriu purPur¿d (Calceolariaceae) y R¿áes cucullutum

l Saxifragaceae). En visitas previas al sitio de estudio, se identificó a Bombus terre.\tr$

(Apidae) y al picatlor andiÍto oreotrcchtlu leucopleurrs (Trochilidae) corno los

polinizadores más importantes. En L!. luteus la producción de néctar no está asociada con

el tamaño de la corola ni con el área de Ia guía de nectar.

Evaluación de h conducta estignuífica y hercogamia como barreras a la

autopoliniarcititt

I)ara evaluar de qué manera el estrgtna de,r[,] /u¿¿¡,¿s respoude a la fuente de polen (alo- vs'

auto-polinización ) ¡r al ntunero de veces que este es polinrzado, Se estableció un dtseño

r.xperimental de tlos lactores (fuenÉ de polen y número de polinizaciones) el que se



aplicó en flores el día de la a¡tésis. Se marcaron 60 yemas florales las que fueron

cubie¡tas con bolsas de gasa. El día de la antésis, el estignra de cada flor fue polinizado

manualmente con polen de la misma flor (autopolinización) o de una flor foránea

(alopolinización). La polinización se efectuó usando una micropipeta Gilson p10 con la

que se agregó una solución de 2¡rL de agua-polen. Esta solución fue preparada en un tubo

de centrifugado donde se mezcló 20p"L de agua con las cuatro anteras de la flor utilizada

para llevar a cabo la polinüación. La solución fue depositada inmediat¿mente después de

su preparación sobre el estigrna. con esta metodología se est¿ndarizó la cantidad de polen

depositado en cada estigma (en2¡L,832,6 : 84,8 granos de polen, n: 7; rnedia : IEE).

Las flores utilizadas para la alopolinización fue¡on embolsadas en estado de yema floral y

sus anteras se utilizaron el día de la antésis. para tener una aproximación del

comportamiento estigmático en ausencia de polen, una tercera manipulación de

polinizacíón fue utilizada (n : 30), donde se agregó agua sin polen (placebo) sobre

estigmas el dia de la antesis, utilizando el mismo volumen de ag'a que en los

tratamientos descritos anteriormente (2¡rL de agua). Mientras se llevó a cabo la
manipulación experimental, las plantas fueron desembolsadas y posteriormente vueltas a

embolsa¡ hasta que se ¡ealizó la cosecha de los frutos. En todos los tr¿tamientos las

plaatas fueron emasculadas para evitar cualquier fuente de polen que no fuera

exclusivamente Ia utilizada en el tratamiento de interés. Todos los estigmas cellaron sus

valvas (lóbulos) al tener contacto con la micropipeta. un total de 90 flores fueron
polinizadas bajo distintos tratamientos (auto-, alo-polinización y placebo) a las que se le

evalué su estado estigmático (abierto o cenado) a los 10, 20 y 30 minutos después de la
primera polínización. un grupo de flores (n : 20) de ca-da tratamiento de polinización fue
polinizada una segunda vez, a los 10, de la primera polinización y un tercer grupo de

flores de cada tratramiento de polinización (n : r0) fue polinizada a los 30, de Ia primera
polinización. La evaluación del estigma a los 10' de la primera polinización indica el
efecto de la fuente de polen en la conducta esügmática, mientras que a los 20' y 30, Ios

factores de fuente y número de polinizaciones actuan sinérgicamente. para determinar
como estos factores afectan ra permanencia de cierre del estigma, para cada tiempo de

observación se usó una regresión logísüca múltiple, donde las variables independientes



fueron la fuente y el nunero de polinizaciones previas y la vanable respuesta tue el

cstado del estigma (abierto/cenado).

Para detenninar el efecto de la fuente y el número de polinizaciones sobre el éxito

reproductivo fbmenino, se recolectaron los tiutos y se cuantificó el número de semillas

producidas, l6 dias después de iniciado el experimento. El efecto de estos thctores sobre

la producción de semillas t'ue examinado usando un ANDEVA de dos vías. Para

detenninar si existen ditbrencias estadisticas entre los distintos tratamientos, se

contrastaron las diferencias observadas entre los gupos con una distribución obtenida por

remuestreo aleatono de los datos, tras 10.000 iteraciones, usando el programa Rwrdom

Projects 1. I (Jadu'iszczak 2003).

Para detenninar si la hercogamia es un rasgo que evita la autopolinización se

marcaron y embolsaron 2 yemas florales en 50 individuos. El día de la antesis de esus

tlores se midió la distancia entre el estigrna y la antera más larga (estimación de la

hercogamia) sobre una de las flores marcada usando un caliper digital (precisión

0,0lmm). Una segunda t'lo¡ de la misma planta permaneció embolsada durante toda su

vida para evitar el aporte de polen foráneo y sobre esta se estimo la producción de

semillas. La nledir¡ión de la hercogamia es una metodología invasiva que requiere la

rnanipulación de la tlor, por lo que se optó por cuantificar el efecto de la hercogamia de

manera indirecta. Mediciones previas muestran que esta variable no diliere de tbrma

significativa dentro de un mjsmo individuo (Carvallo & Medel 2005)- Transcunidos 18

dias desde la antesis, los lrutos de las flores no rnanipuladas fueron colectados y

conducidos al laboratorio, donde se cuantificó el número de semiilas. Se evaluó la

relación ente hercogamia y producción de semillas utilizando una regresión lineal

simple, iterando los datos 10.000 veces usando el programa Rundom Project 1.1

1-ladwiszczak 200.3).



Evaluación del sistema reproductivo y ilepresión por corcanguínidnd

Lstudios antenores han considerado a f. luteus yar. luteus como una especie auto-

compatible y que requiere de un polinizador para la producción de semillas (Medel y col.

2003; Pohl 2003) aunque podria existir variación espacio-temporal en estas

características, lo que ocurre habitualmente en plantas (Herrera 1995, 2005). Por esta

razón se consideró necesario evaluar e1 sistema reproductivo de esta especie para la

población estudiada. Con este propósito se marcó y embolsó 120 yemas florales de

drstintos individuos. El dia de la antésis las flo¡es fueron asignadas aleatoriamente a uno

de los siguientes tratamientos. (1) autopolinización automática (APA), que estima la

nccesidad de un vector para el éxito rep,roductivo y consiste en evitar el acceso de los

polinizadores a la flor, 1a cual permanece embolsada toda su üda; (2) autopolinización

manual (APM). que utiliza el polen de la misma flor para realizar la polinización del

estigrna, lo cual tratamiento utilizado para estimar el nivel de autocompatibilidad de la

planta; (3) polinización cnrzada manual (PC), donde Ia flor receptora es emasculada y

luego polinizada con polen de una segunda flor escogida aleatoriamente a más de un

ruetro de la flor focalt (4) control (C), flores desembolsadas el dia de su antésis y de¡adas

intactas hasta su abscisión. Cada tratamiento fue replicado 30 veces con flores de

iudividuos independrentes. Para los tratamientos de polinización cruzada se utilizó polen

de una flor cuya antésis ocurrió el dia de la polinización, estas flores fueron previamente

ernbolsadas. La polinización se realizó con una micropipeta Gilson p10, tonando 2UL de

una solución agua-polen desde un tubo de centrifugado, donde previamente se mezcló

20¡rL de agua con 1as cuafro anteras de la flor utilizada para llevar a cabo la polimzación.

I,a solución fue depositada i nediatamente después de su preparación sobre el estigma.

Con esta rnetodología se estandarizó la cantidad de polen de¡rositado en cada estrgrna (en

2pL, 832,6 t 84,8 granos de polen, n:7; media t lEE). Veinte dias más tarde de

aplicado el tratamiento, los Íiutos obtenidos fueron cosechados maduros y en el

laboratorio se cuantificó el número de semillas dentro cada fruto. Se relacionó el

tratar¡iento de polinización cou la producción de semillas, Un segundo componente de



éxito reproductivo medido fue la proporción de germinación 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 cápsulas se mantuvieron en el laboratono

bajo un régimen de iluminación natu¡al. Se evaluó la capacidad de germinación de 1as

semillas oomo la mzóü entre el número de semiilas que germinaron 9 días después de

iniciada la siembra dividido por el total de semillas al inicio del experimento. Esta razón

fluctua entre 0 (baja germinación de las semillas) y 1 (germinación completa de todas las

semillas). Para determinar si existen diferencias estadísticas entre los distintos

tratamientos, tanlo para la producción como para la germinación de las semillas. las

diferencias observadas entre 1os tratamientos fueron contrastadas con una distribución

obtenida por remuestreo aleatorio de los datos, tras 10.000 iteraciones, usando el

programa Rundom Projects 1. I (Jadwiszczak 2003).

Se calculó el nivel de depresión por consanguinidad (6) para cada estimador de

adecuación usando el siguiente índice:

- Wo-Wsó=-
Wo

donde W6 es e1 éxito reproductivo prornedio de 1os individuos con polinización cruzada

manual y Ws es el éxito reproductivo promedio de los individuos con auto polinización

manual (Charlesworth & Cha¡lesworth i990; Keller & Waller 2002). Et indice flucrúa

entre 0 (ausencia de depresión por coasanguinidad) y 1 (máxima depresión por

consanguinidad). Para determinar la signíficancia estadística del índice, se comparó el

valor observado de ó con una distribución obtenida de la permutación aleatoria de los

datos (10.000 iteraciones) utílizando anílisis de Montecarlo (Hood 2005), evaluando la

hipótesis nula que 6 ob"" .ado:0. También se calculó e1 índice de auto-incompatibilidad.

dividiendo el número de semillas obtenidas por autopolinización manual por el núnrero

de semillas obtenidas por polinización cruzada manual @ua-Zapata & Arroyo 1978)
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Este indice tonta valores erúre 0 y l, especies con valores menores a 0,2 se consideran

autoincompatibles.

Caracterización del arnbiente de polinizaciótr

Si los rnecanismos que evitan la autopolinización son interpretados como rasgos que

evolucionan en respuesta a costos reproductivos (Charlesworth 1990), la caracterización

del ensamble de polinizadores y su rol en la polinización serán importantes para

comprender la evolución de los sistemas reproductivos en plantas (Charlesworth &

Charlesworth 1987; Herrera 1995; Banett & Harder 1996t Kalisz & Vogler 2003, Banett

l00i). En esta direccióq se determinó la composición del ensamble de polinizadores y la

preferencia que estos presentan sobre lasgos tlorales, especiñcamente sobre el área de la

corola y la guía de nectar- En una segunda etapa, se estimó experimentalmente cuál es la

contnbución de la reproducción autógama y alógama a 1a producción de sernillas de rVl

it.ttcus.

Para verilicar la prefbrencia de los polinizadores sobre los distintos fenotipos

florales, se efectuaron observaciones de la tasa de visita en tres cuencas de similares

características (tmusectos de 120 r 2tn; orientación este-oeste). El 12 y 16 de febrero del

1005, entre las 700 y 2100 horas, en cada una de estas cuencas se establecieron

aleatoriamente 25 cuad¡antes de 1m x 1m, en cada uno se cuantificó el nünero de flores

(l 14,l = 25,ó flores; n : 25; media = IEE). Para cada cuadrante se realizó observaciones

de los polinizadores en períodos de 30 minutos, entre las 800 y 2100' rotando

aleatoriamente entre ellos. Observaciones anteriores en poblaciones naturales de 
^L

lut¿us yat. luteus han mostrado que no existen polinizadores noctumos (Medel y col.

1003: Pohl 2003). En total se acumularon 1.028 minutos de obsewación. Se consideró

corno polinizador a aquellos aninnles que ingresaron al tubo de la corola. Cada vez que

se observó la visita de un polinizador dentro del parche, se registró la identidad del

\ isitante y e[ estado estigmático de las flores (abiertoicerrado) una vez efectuada la visita.

l.os visitantes florales fueron capturados para realizar su determinación taxonómica. Para

1l



obtener la preferencia fenotípica 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 ciímara Nikon coolpix 4300 §ikon corporation), desde la
perspectiva de aproximación del poiinizadoq en un plano de 90o al eje del tubo de la
corola. La distancia desde la cárnara a la flor fue manteruda de manera constante con un
soporte plástico rigrdo y la imagen fue escalada incluyendo en la toma fotográfica una
regla graduada rnilimétricamente. Desde esta imagen se estimó el tamaño de la corola y el
ilrea de la guía de néctar usando el programa sigmascan pro para windows, versión 5.0

(1999 sPss Inc.). se observó un bajo número de visitas florales (0,0025 visitas.flores-
r.hora-1; lEE = 0,0011; n:9) con sólo 9 registros de fotografias de corolas visitadas.

El modo de polinización puede ser inferido experimentalmente combinando

distintos tratamientos de manipulación floral y cuantiñcando la producción de semillas

(Lloyd & Schoen 1992; Schoen & Lloyd 1992, Herlihy & Eckert 2002). Los sisremas de

reproducción en plantas pueden ser calificados en alógamos y autógamos, reconociéndose

dentro de este último grupo tres tipos de polinizacién: autopolinización previa,

competitiva y tardía, las que se diferencian de acuerdo a la etapa en que ocunen dentro de

la ontogenia floral (Lloyd & Schoen 1992). La ocurrencia de autopolinización

competitiva e s un fenómeno dificil de medir, porque ocune simultríneamente con la

alopolinización cuando la flor estii siendo visitada por un polinizador e idealmente

requiere del uso de herramientas moleculares de patemidad para ser detectada (Awadalla

& Ritland 1997; Ritland & Leblanc 2004; Moeller & Geber 2005). Para determinar la

contribución de la reproducción alógama y autógama a 1a producción de semillas se

marcaron tres yemas florales por individuo, las que fueron embolsadas para impedir el

acceso a los polintadores; el día de la antesis se aplicó uno de los siguientes tratamientos

sobre cada una de estas flores por individuo: (1) una flor fue emasculada y desembolsada,

lo que permitió el acceso a los polinizadores, en esta caso la producción de semillas es

consecuencia de la alopolinización (polinización crazada y geitonogamia); (2) flor sin

acceso a los polinüadores, las flores se manluvieron cubiert¿s con una bolsa de gasa; en

este caso la producción de semillas es producto de la reproducción autógama y excluye a

la autopolinización competitiva mediada por polinizadores; y (3) flor sin manipular,



donde se ve la contribución a la producción de semillas de todos los componentes r1e la

polinizacién (autógama y alógama). Esta metodología supone que en un individuo todas

las flores presentan la rrisma oportunidad de ser visitadas. para la emascuración. se

utilizó una pinza, cuidando no depositar polen en el estigma. Transcurridos 17 días desde

que cada tratamiento fue aplicado, se recolectaron los frutos, los que fueron guardados en

sobres de papel de manera independiente y üansportados al laboratorio donde se

cuantificó el número de semillas para cada uno de ellos. La producción de ser-¡rillas fue

comparada entre los tres tratamientos, contrastando las diferencias observadas entre los

gupos con una distribución obtenida por rernuestreo a.leatorio de los datos, tras 10.000

iteraciones, usando el programa Rundom projects 1.1 (Jadwiszczak 2003). para el

análisis sólo se consideró aquellos casos donde la antesis entre la primera y últirna tior rie
cada individuo ocurrió dentro de 24 horas. con esta resricción. sólo un individuo ftre

excluido de los análisis. Las compraciones entre los tres tratamientos permiten deteminar
la contribución de la autogamia y alogamia a la producción de semillas, para este último
caso se utilüó el calculo de aseguramiento reproductivo (Herlihy & Eckert 2002). El

aseguramiento reproductivo (R) es un índice que es calculado a partir de las diferencias
en la producción de semillas de una flor sin manipular y una flor emasculada dentro de ur
mismo individuo. La formula para su ciílculo es:

R:T]M_EM

donde llM y EM corresponden a la producción de semillas de los individuos sin
manipulación y aquellos emasculados, rcspectivamente. para determinar la significancia
estadística de R, se comparó el varor observado de R coll una distribución obtenida de la
permutación aleatoria de los datos (10.000 iteraciones) utilizando analisis de Montecarlo
(Hood 2005), evaluando la hipótesis nula que R ¡¡"",.,.u¡o = R E"p.*do.

13



Figura I

(a) Visión parcial del sitio de estudio en el valle de La Engorda, faldeos del volcián San

José, Región Meüopolitana, Chile (33"37'5 70.01'W) y (b) detalle de la corola de M
luteus var. luteus desde la perspectiva de aproximación del polinizador, donde se observa

la guía de néctar sobre el pétalo de aferaaie
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RESULTADOS

Cierre esiigmáfico y hercogamia como bar¡e¡as a la autopolinfuación

E1 día de 1a antesis, con la excepción de un solo individuo, todos los estigmas de las

flo¡es usadas en este experimento se encontraban abiertos {99,91o/o de los casos, N : 90)

Cada vez que se aplicó el tratamiento de polinización, los estigmas se cerraron frente a la

estimulación mecánica tal como se ha detectado en otros estudios (rango de tiempo de

ciene 0,89 - 51,59 seg, Carvallo & Medel 2005). El 60% de los estigmas permanecieron

cerrados 10 min después de la primera polinizacién manu¿I, no existiendo diferencias

entre los individuos que recibieron polen y aquellos que recibieron polinización placebo

(Tabla l). Para este intervalo de observación la fuente de polen no explicó la conducta del

estigma (W : 0,449; P : 0,502; Tabla 2). Transcurridos 20, después de la primera

polinización, el 42)% de los esügmas se encontraban cerrados, siendo mayor esta

proporción en aquellas flores que recibieron polen en comparacién a las flores

polinizadas con una solución placebo (50% y 27o/o de estigmas cerrados respectivamente;

Tabla l); pa.ra este intervalo de observación ni el núme¡o de polinizaciones ni la fuente de

polen explicaron el eshdo del estigma (estadígrafos en Tabla 2). A los 30' de la primera

polinización w 33,3Yo de los estigmas pelmanecen cerrados, existiendo diferencias entre

aquellos hatamientos que recibieron polen y el tratamiento placebo (50% y 0% de

estigmas cerrados respectivamente; Tabla 1) aunque sólo el número de polinizaciones fue

un factor que explicó la variabilidad del estado del estigma (Tabla 2). Frenre a

incrementos en el número de polinizaciones, aquellos estigrnas que no recibieron polen

(placebo) permanecieron abiertos en mayor proporción que aquellos que recibieron polen

(L7% y 55% de estigmas cerrados, respectivamente; Tabla I). Los ¡esultados indican que

aunque se observó una diferencia en la proporción de estigmas cerrados entre aquellas

flores que recibieron una polinízasión con polen y placebo, esta diferencia ro tuvo
significancia estadistica (Tabla 2). El número de estigmas que permanecen cerrados fue

15



explicado por el número de polinizaciones que recibe una flor, lo que se detectó 30'

después de una primera polinización.

En M. luteus yar. luteus el polen es un factor que da cuenta de la variación en la

producción de semillas, ya que su ausencia se relacionó con una disminución en esta

variable (Fuente de polen g.l.: 2, CM = 32,260,F - 86,269, P < 0,001), pero no fue

afectada ni por el número de polinizaciones (e.l - 2, CM : 0,261, F : 0,700, P = 0,554)

ni por la interacoión entre ios factores estudiados (g I = a, CM: 0,441, F : 1,181, P :
0,322,Fi9.2). Los contrastes a posteriori mostraron que el glupo de polinización placebo

presentó una producción de semillas significativamente menor que el tratamiento de alo-

y auto-polinización y que para estos dos tratamientos no existieron diferencias

significativas (Tabla 1 y Fig. 2). Estos resultados indican que incrementos en el número

de veces que una flor es polinizada no se traduce en un aurnento en la producción de

sernillas (Fig. 2) sugiriendo que un evento de polinización es suficiente para fecundar

todos los óvulos de la flor.

El aurnento de hercogamia en M. luteus va¡. luteus ¡educe la producción de

semillas en ausencia de polinizadores (medición en flores aisladas, n: 48). Se registró

una producción autógama de 54,85 + 9,05 semillas (media + lEE) en flores aisladas. El

tipo de hercogamia observada en esta especie corresponde a la hercogamia de

aproximación @anett 2003) €n 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

regresión lineal entre estas variables fue marginalmente significativa, sugiriendo que la

hercogamia reduciría la autopolinización (regresión: Producción de semillas = 85,63 -
9,93 'hercogamia; i:0,292; n:48; P = 0p44). Una prueba de poder señaló que el

número de flores utilüado para detectar esta diferencia es adecuado (I1r.or,*:41; n¡,¡o"r,.

: 48). La relación (t.o/B)2 permite calcuiar el tamaño de la muesüa para lograr el nivel de

signiñcancia obtenido en la fegresión (Medel 2000), con un nivel de confianza al 95% (o

= 0,05), donde t: 1,96; B es el valor de la pendiente de la regresión (p : -9,930) y o

corresponde a la desviación estríndar de este parámeÍo (c = 32,a4Q.
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Tabla l. Proporción de estigmas cer¡ados y produccién de semi as en función de los

factores ñ¡ente de polen y número de porinizaciones manuales. La proporc.ión de estigmas

cenados fue medida en tres intervalos de observación (tr : 10 min; tz :20 rninr t¡ : 30

min después de la primera fertilización).

Fuente de polen NO

polinizaciones

trt¡ t¡ Número de semillas

(media + lEE)
Auto-polinización 0.60 0,10

0-60 0.60

0.60 0,60

200.3 + 51.7.1 (n 1(l)

97.44 + 29.9a 1n .. o ;

92,50 - 27.-19 (n . 8l

I

2

J

0,20

0,20

0R0

Alo-polinización 0,60 0,30

0.60 0,60

0,60 0,60

93.00 + 21.61 in - q)

110.60 + 23.28 (n -. ir')i

111,56 + 36.87 (n . !l)

1

2

J

010

0.50

1.00

Placebo I

2

J

0.ó0 0.40

0.70 0,10

0.s0 0.00

i"67 +1.30 in q 
I

.i.90 a 3.68 {n -.,10)

2,62 r 2.,i4 (n -- li l

0,00

0,00

0,00
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Tabla 2. Resumen de los análisis de regresión logistica utilizados para predecir la

probabilidad de que los estigmas permanezca¡ cerrados, en función de la fuente de polen

y número de polinizaciones en Íes intervalos de observación (tr : l0 min; t: :20 min: t'¡

:30 min después de la primera polinización). Se incluye el valor del panimetro de la

regesión (p), su enor estindar, e1 estadígrafo de Wald y el valor de significarcia para

cada variable

Fuente de variación B Error Estadígrafo P

estándar de Wald 0M)

tr lntercepto 16.048 13..+-17

Fuente de polen -0.1 53 0.129 0.-++9 {,.i(rl

t2 Intercepto -11,666 23,134 0,254 0.614

Fuente de polen 0,103 0.228 0,804 0,650

N" de polinizaciones 0,5 15 0,44 I 1,362 0,2,13

tr Intercepto -41.319 27.3 l.-11ó 0. 100

Fuente de polen 0,i74 0.268 1,951 0.161

N'de polinizaciones 1.17-l 0,291 i6,l 13 0.t)00
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Figura 2

Producción de sernillas e¡ M. luteus var. luteus bajo distintas fuentes de polen y número

de polinizaciones. Las barras representan la media de los grupos y el intervalo un error

estándar. Las letras indican e1 resultado de las comparaciones a posteriori realizadas entre

los grupos, se utilizaron letras iguales para designar aquellos grupos que no difieren

estadísticamente entre sí

I Auto-polinización
r------r Alo-polírización
r-¡ Placebo

tli

Núrlero de polinizacitlnes

a¡)

'= 2r){)
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o
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Sistema reproductivo y ilepresión por corcanguinidad

La producción de semillas no presentó diferencias estadísticamente significativas entre

los distintos tratamientos compa.rados, exceptuando el contraste entre autopolinización

automática y polinización cruzada manual (Tabla 3). Al no existir diferencias entre los

tratamientos de autopolinüación ¿utomática y autopolinización manual se infiere que ,lf
luteus var. luteus no requiere de un vector de polen para su éxito reproductívo, resulfado

que difiere de 1o observado en otras poblaciones (lvledel y col. 2003, Pohl 2003). No

obstante, una prueba de poder indica que una muestra de 109 individuos pemritiría

detectar diGrencias entre el tratamiento de autopolinización manual y automática. i.a

relación para determinar el tamaño poblacional necesario para que las dilbrencias

detectadas sean significativas estadísücamente fue calculado con la relación:

1
{2t\'\'

q

donde I representa el nivel de conñanza deseado de acuerdo a una distribución de t. s

corresponde a una medida de dispersién de los grupos comparados, en este caso Ia

desviación estrándar y g representa el intewalo de confianza de los datos (Milton 1994).

En el caso de los datos de producción de semillas, para la comparación entre los

tratamientos de autopolin2ación rnanual y automática se utilizó un nivel de confianza del

95% (f: 1,96), el valor de dispersión está dado por la desviación estiíndar (en este caso G
: 225,1) y el intervalo de confianza corresponde a la diferencia en Ia media de los grupos

comparados (79"8 1 semillas).

Al no existir diferencias entre los grupos de autopolinización (autornática y'

manual) con el grupo polinización cruzada manual se puede determinar que la pobiación

de M. luteus var. luteus esitdiadaes auto-cornpatible. Este resultado es congruente cofl el

índice de auto-incompatibilidad estimado, que presentó un valor de 0,73, lo que indica

que esta especie es altamente auto-compatible. 41 no detectarse diferencias en la
producción de semillas entre los tratamientos de polinización manual (autopolinización '
cruzada) y el grupo control, se infiere que la cantidad de polen aplicada ma,uahnente en

?0



cada polinización es suficiente para emular la cantidad de polen que las plantas reciben

en condiciones naturales (Fig 3) Porcentualmente , w 47,8o/o de los frutos fbrmados

presentó producción de al menos una semilla. Este porcentaje fue menor en los

tratamientos de autopolinización ar¡tomática (40,75%) y control (43,33o,/o), mienfias que

este porcenfaje aumenta en los grupos de polinización cruzada manual (50,000.¡) v

autopolinización automática (53,13%).

La proporción de semillas que germinaron fue similar en todos los gnrpos

comparados, con una disminución en la media del tratamiento de autopolinización

automática, aunque esta diferencia no fue significativa estadisticamente (Tabla 3 y Fig.

3). Estos resultados indican que la germinación de las semillas no es afectada por el tipo

tratarniento de apareamiento r¡tilízado. El 76,5Vo de los Autos que produjeron sernillas

presentaron germinación en al menos una de ellas, este porcentaje fue similar en todos 1os

grupos (autopolinización automática: 80,00%; autopolinización manual: 76,.170,'0.

polinización cruzada manual: 80,007o; control: 70,50%).

El cálculo del índice de depresión por consanguinidad (0) evidencia que no

existen efectos sobre la producción de semillas (6 : 0,267; Límites de confianza q:q.; - -
1,589 - 0,ó18; P: 1,000) ni sobre la germinación de las semillas (6 :0,054; l.ímites de

confianza gsN: -2,054 - 0,657; P : 1,000). Estos resultados no permiten rechazar la

hipótesis nula 6 : 0, por lo que se concluye que ni la producción ni la germinación de las

semillas son afectadas por la depresión por consanguinidad.
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'rabla 3. (a) Estadistica descriptiva de la producción de semillas y proporción de semillas

que germinaron de la población estudiada de ,tz luteus var. luteus. En paÉntesis se indica

el tamaño de la muestra de cada tratamiento. (b) Resumen de los contrastes realizados

entre los tratamientos para la producción de semillas (diagonal superior de la tabla) y la
proporción de semillas que germinaron (diagonai inferior de la tabla). Valores

representan el estadigrafo t-student tra la aleatorización de los datos. En paréntesis se

nruestra el valor de P.

(a) Producción y germinación de semillas en M. luteus var. luteus

Tratamiento de poiinización P¡oducción de semillas Proporción de germinación

(media r 1 EE) (media = I EE)

Autopolinización automática (APA)

Autopolinización manual (APM)

Polinización cruzada manual (PC)

lu r.rur (L _,

43,6 * 21,5 (n : 26)

123,4 *.35,5 (n:32)

168,6 = 54,8 (n: 30)

L)>,4 = +t,+ l\t- Lt I

0,21 *.0,07 (n : 10)

0,32 * 0,07 (n = 17)

0,33 ¿ 0,08 (n : 15)

0,33 = 0,09 in : 17)

(b) Estadígrafos obtenidos al comparar la producción (sobre la diagonal) y germinación

de semillas (bajo la diagonal) entre distintos tütamientos en IvÍ luteus yar. luteus

Tratamientos APA APM PC

APA

APM

PC

C

-1,814 (0,075) -2,090 (0,037) -1,970 (0,053)

-1,013 (0,313) -0,710 (0,497) -0,302 (0,706)

-1,013 (0,324) -0.070 (0,945) -0,422 {0,676)

-0,910 (0,36s) -0,050 (0,958) -0,015 (0,987)
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Figura 3

Producción (bana blanca) y proporción de semillas germinadas (barra negra) en 14. luteu,s

var. luleus obtenidas bajo distintos tratamientos de polinización. APA: autopolinización

automática; APM: autopolinización manual; PC: polinización cruzada manual; C.

conlrol. Las barras representan la media y la línea sobre estas IEE; los valores dentro de

cada barra indican el tamaño de la muestra para cada tratamiento
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Caracterizaclón del ambimte de polintwción

La tasa de visitas a las flores de M. luteus var. luteus durante el periodo de observación

fue bajo (0,0038 * 0,0012 visitas.flores-'-hora-r, n = 9; media * lEE tras i028 min de

observación) y difiere levemente con ofros estudios realizados para la misma especie

([,os Pelambres, Chile:0,0025 r 0,0009 visiras.flores-r.hora-t. Medel y col.2003). En el

sitio de estudio se detectó dos entidades taxonómicas visitando a M. luteus var. ltdeus: el

abejorro introduc ido Bombus terrestis (Apidae) (0,0018 * 0,0021 visitas.flores-1.hora-r, n

: 4 visitas) e individuos del género Melanostoma (Syrphidae) (0,0035 * 0,0056

visitas'flores-l'hora-1, n = 5 visitas). A1 comparar las tasas de visitas con las registradas en

otros sitios donde el ensamble de M. luteus 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 número de visitas registradas

impide relacionar la preferencia de los polinizadores con los fenotipos observados. B.

terrestris visití flores con corolas mayores y guías de néctar pequeñas (área corola: 769, I

r 141,1 mm2; área de guía de néctar: 9,6 ¡ 3,3 mm2: n - 4) en comparación a

Melanostoma sp. (área corola. 672,4 * 87,8 mm2; área de guia de néctar: 22,5 t 1 I,I
mm2; n:5). Con respecto al horario de las visitas, los individuos del género

Melanostoma sp. sólo fueron observados visitando en las mañanas (entre las 9:00 ,v

12:00) pero la baja cantidad de vísitas impide hacer un¿ inferencia si el fenómeno se trata

de un pahón ocasionai o si existe efectivamente discríminación temporal en los

individuos de esta especie. En todas las visitas observadas los polinizadores produjeron

un ciene del estigma (n : 7), aunque no fue posible determinar e1 estado previo de este.

En observaciones efectuadas a un conjunto de flores de distintos indiüduos el estig,ma se

encontraba abierto el96,56Yo de las veces (n: 699 observaciones).

Los tratamientos de emascuiación utilizados para inferir la contribución de los

distintos modos de fecundación a la producción de semillas presentaron valores similares

(Fig. a), existiendo una mayor producción de semillas en el tratamiento controt (109 r 2-l

semillas, promedio * lEE, n: 30) en comparación con el grupo de flores emasculadas



(72 l. 19 semillas, n : 35) y con aqueilas sin acceso a los polinizadores (40 + 31

semillas, n - 3l). Estos resultados indican que la contribución de la polinización

autógama y alóga1ra a la producción de semillas no üfirió en esta población (Fig. .t). Se

detectó u¡¡a reducida contribución de la fecundación autógama a la producción de

semillas (aseguramiento reproductivo, R) con alta variabllidad ( 12 + 127 semillas, n = 2 i ;

Fig. 4) y no difirió estadísticamente de los valores obtenidos por remuestreo aleato¡io de

los datos (Promedio : 12,96 semillas;fC 95oÁ = -70 - 92 semillas; 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 autógamo en la producción de semillas.
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Figura 4

Producción de semillas bajo tres tratamientos de manipulación floral en individuos de,4l

luteus yar. /zrteus y contribución a la producción de semillas de la polinizacíón autógama

(aseguramiento reproductivo, R). Las banas representan el promedio de semillas y la
linea 2EE. Los distintos tratamientos fueron contrastados entre sí. obteniendo un valor de

p (o:0,0s)
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DISCUSIÓN

En este trabajo se evaluó sí en M luteus var. lufeus la autopolinización es reducida a

través de dos mecanismos: el ciene estigmático, un rasgo característico de este género. )'

a través de la separación espacial de las anteras y el estigma. Luego que los lóbulos

estigmáticos de M. luteus var. luteus son estimulados mecánicamente, éstos se cienan

(rango de tiempo de cierre 0,89 - 51,59 seg, Carvallo & Medel 2005) y pennanecen 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 autopolinización ya que los visitantes que contactar el estigma pueden favorecer

el traspaso de polen dentro de la misma planta §aegri & van der Pijl 1971). Sin embargo,

los resultados obtenidos muestran que en M luteus var. htteus el tiempo que el estigma

pennanece cerado no evita la autopolinización, ya que la fuente de polen no da cuenta de

la variabilidad en este rasgo. La ausencia de polen genera una rnayor proporción de

estigmas que permancen abiertos, por lo que se infiere que la carga de polen que el

estigma recibe sería importante en determinar su estado (30%,9% y 0% de los estigmas

pennanecen cerrados tras 1,2 y 3 eventos de polinización placebo, Tabla 3). La tendencia

de los estigmas a reabrir cuando no reciben una carga de polen ha sido evidenciada en

Prosboscidea louisianica QVlasniaceae; Thieret 1976), catalpa speciosa @ignoniaceae.
Stephenson & Thomas 19?7), M gutfatus (Dudash & Ritland 1991\ y |t{. autantidcus

(Fetscher & Kohn 1999). Trabajos con la especie norteamericana M. aurantiacut han

moshado que la probabilidad de que los estigmas perrnanezcan cerrados aumenta con la

cantidad de granos de polen depositados en su estigma, ya que e[ mecanismo de ciene se

relacionaría con la cantidad de ówlos fecundados setscher & Kohn 1999). Este no

parece ser el caso de lt4. luteus donde se detecté que aurentos en el núrnero de

polinizaciones no se reflejan en una conducta diferencial del estigma. Esto se produciria

por la fecundación de todo el set de óvulos con la carga de polen que se utilizó en esre

trabajo (- 830 granos de polen) como se puede observar al comparar la producción de

semillas tras tres eventos de polinización (Fig 2). para este trabajo la respuesta del



estí$na fue evaluada transcurrido un tiempo desde la polinización (a los 10', 20' v 30'

tras la primera polinización), con 1o que no fue posible detectar los efectos inmediatos de

la fuente de polen sobre el moümiento de los lóbulos estigmáticos. Detectar este tipo de

respuesta en el campo es metodológicamente complejo. Sin embargo futuros estudios

deberían considerar su medición al menos en condiciones de laboratorio_

La hercogamia en esta especie reduciría la producción de semillas por

autofecundación. La distancia hercogámica explica un porcentaje imporlante de la
vaianza en la producción de semillas autógamas (l ^- ¡O; p:0,044). Trabaios con otras

especies del género Mimulus han mostrado una relación positiva entre hercogamia _i,

semillas producidas por alo-polinizacion {M- rtugenr, Karron y col. 1997), destacándose

la importancia en la disminución de este msgo para permitir la evolución hacia una

estrategia de fecundación autógama (Can y col" 1997). si bien en i14 luteus var. lz¡teus la

hercogamia puede ser considerada como un rasgo que disminuye la autopolinización, la

ausencia de efectos deletéreos de la autogamia, al menos para la producción _v

germinación de semillas, sugiere que la presión selectiva sobre este rasgo es débil,

relajando la eficacia de este mecanismo como defensa a'la autopolinización. De la misma

forma se explica la ineficacia de la conducta estigmática como mecanismo para evitar la

autopolinizacíón- Los mecanismos evaluados en este trabajo no parecen ser barreras

efectivas contra la autopolinización, lo que se espera por la ausencia de desventajas

reproductivas en la producción de semillas y la genninación de estas. varios autores han

mencionado a la autopolinización como un nrecanisrno reproductivo deletéreo.

principalmente por los efectos de 1a consanguinidad (schemske l9g3; Lande & schem-qke

1985, Banett & charlesworth 1991; Schultz & willis 1995, Barrett & Harder 1996) ro

que ha servido de sustento a la hipótesis que considera a la conducta estigmática colllo ull
rasgo que evita la autopolinización (raegri & van der pilj 1971) sin existir aún evidencia

empirica en ese sentido (Ietscher & Kohn i999: Richardson 2004, este trabajo). En ,[t
lateus var. luteus no se detectó depresión por consanguinidad. ar menos a nivel de

producción y germinación de semillas (6: 0,267 y 6 = 0,054, respectivamenle).

Al igual que en trabajos anteriores, se evídencia qae 
^,Í. 

luleus var. 1¡¡¡¿¡¡r es una

especie autocompatible (Medel y col. 2003, pohl 2003). Las especies autocomparibles
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presentan mas opofunidades de presental cambios evolutivos desde estrategias de alo-

a auto-polidzación (Charlesworth & Charlesworth 1987; Lloyd & Schoen 1992), porque

en ellas los efectos de la depresión por consanguinidad han sido reducidos (Lande &

Schemske 1985; Charleworth & Charlesworth 1987; Lloyd & Schoen 1992; Husband &

Schemske 1996). Estudros efectuados en el género Mimulus ban mostrado que no existen

efectos de consanguinidad en etapas posteriores del ciclo de vida tales como el número de

flores y biomasa de las plantas (-ll guttatut, Carr & Eubanks 2002; Ivey y col. 2004).

El tipo de estrategia reproductiva que presenta una especie depende del ambiente

de polinización (Kalisz & Vogler 2003, Moeller & Geber 2005). La producción de

semillas en la población estudiada sería independiente de la presencia de polinizadores

(Fig.2 y 4). Estudios anteriores concluían qtrc A4 luteus 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 detectó que las flores

aisladas de polinizadores son capaces de producir semillas aunque el aseguramiento

reproductivo no presenté valores estadísticamente significativos (Fig. 4). Esto supone que

M luteus var. luteug presenta un mecanismo autógamo de producción de semillas. Por

otro lado, las flores emasculadas presentaron una producción de semillas similar a las

flores utilizadas como control, io que indica que existió alopolinización. Sin embargo la

actividad de polinizadores durante el transcurso del estudio fue escaza. Aunque no se

evaluó la presencia de polinizadores noctumos, en estudios anteriores se ha descartado su

presencia (Medel y col. 2003). Si Ia alopolinización que fue detectada es producto de un

vector biótico, las visitas pudieron ocurrir fuera del intervalo de observación,

principalmente al amanecer donde el picaflor cordillerano Oreotrochilus leucopleurus

(Trochilidae) centra sus visitas (Medel y col. 2003; Pohl 2003). Otro mecanismo que

explicaría la alopolinización es la anemofilia, que ha demostrado ser irnportante en

poblaciones de plantas present€s en vegas (Arroyo y col. 1983), aunque es preciso un

estudio específico que determine el mecanismo de polinización en esta especie, al menos

para la población estudiada. Una disminución en la abundancia de polinizadores sería una

barrera reproductiva important e en Mimultn disminuyendo la producción de semillas

(Ramsey y col. 2003). Esto se puede observar al comparar distintas poblaciones de M
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luteus estudiadas, donde se detecta una relación positiva entre la abundancia de

distintos taxa de polinizadores con la producción de semillas {Localidad de Los

Pelambres 335,2 = 15,9 semillas, n : 300 frutos, 4 taxa de polinizadores observados

fMedel y col. 2003]; El Yeso -800 * -50 semillas; n : 157 frutos, I 1 tara de

polinizadores obsewados fPohl 20031; Volcán San José ó2 r 10 serniilas, n: 70 liutos. 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 1a fluctuación del ensamble de polinizadores (Ilenera 1995.

1996, Gómez 2002, Kalisz & Vogler 2003; Herrera 2005). La consideración de este tipo

de variación en la biología reproductiva de plantas es un t'enómeno relativamente

novedoso y que ha adquirido connotación en los últimos años (Herrera 1995, 2005.

Moeller & Geber 2005). Futuros estudios deben determinar el contexto ecológico en que

surge 1a reproducción autógama en poblaciones de Mimulus.
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CONCLUSTONES

La proporción de estigrnas que permanecen cerrados después de la polinizacrón no

responde de manera ditbrencial a la fuente de polen (auto- y alo- polen) por lo que se

descarta la conducta estigmática como un mecanismo que evita [a autopolimzación

Se detectó urra relación negativa y estadisticamente significativa entre hercogamia ¡r

producción <ie semillas por autogamia (d - 30%), sugiriendo que este mecanismo

puede contribuir a evitar la autopolinización

En l.Í. luteus var. luteus no existen efectos deletéreos de la autot'ecundación sobre la

producción (0 = 0,267) y germinación de semillas (ó : 0,054). Esta especie es

altamente autocompatíble v al menos la población estudiada no requiere de

polinizadores para su éxito reproductivo.

En la pobtación estudrada se observó escasez de polinizadores. La contribución de la

alo- y auto- fbcundación a la producción de semillas no diñnó, se infiere que la

contribución a la producción de semillas esta determinada por estos dos modos de

reproducción (auto- y alo-gamia). Sin embargo, los mecanismos de fecundación no

tüeron dilucidados. Experimentos de emasculación descartan a la apomixis colno un

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