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RESUMEN

la diestilia ha sido concebida como un sistema de reproduccién capaz de minimizar la
autofecundacién y propiciar la fecundacién cruzada en algunos grupos de angiospermas. Es un
polimorfismo estilar especializado que presenta dos morfos que difieren reciprocamente en la
posicién de sus organos sexuales (hercogamia reciproca). Recientemente se han descrito
polimorfismos estilares mas sutiles, donde la hercogamia se vuelve menos reciproca, como son
el dimorfismo estilar y el polimorfismo mixto. La familia Rubiaceae tiene la mayor
representacion de diestilia en angiospermas. Cruckshanksia Hook. & Arn. y Oreopolus Schlecht.
(Rubiaceae, Rubioideae, Coussareeae) son géneros endémicos Chile y Argentina. Su biologia
reproductiva ha sido escasamente estudiada. Si bien, se reconoce la presencia de diestilia se
desconoce la expresion del polimorfismo estilar en detalle. Ademds, se ha propuesto que
podria manifestarse una presentacién secundaria de polen (PSP), condicion poco compatible
con diestilia. Su circunscripcién taxonémica ha sido ampliamente debatida. Las especies han
formado parte solo de Cruckshanksia y también han sido consideradas como dos géneros
distintos (Oreopolus y Cruckshanksia). En 1963 Ricardi propone que el género Oreopolus estaria
compuesto por tres especies y en 1996 Taylor lo describe como monotipico para O. glacialis
(Poepp.) Ricardi. En este estudio se evalud la presencia de hercogamia reciproca y existencia
de PSP a nivel poblacional en el clado Oreopolus-Cruckshanksia. Para analizar la tendencia

evolutiva del sistema reproductivo encontrado, fue necesario dilucidar sus relaciones




filogenéticas previamente. Con este fin, se utilizaron herramientas moleculares, donde se
amplificaron regiones de cpDNA y rDNA. Se colectaron, fijaron y secaron inflorescencias y
material foliar de poblaciones de las especies involucradas. Se censd, midid y evaluo la
reciprocidad de las muestras obtenidas y se estudié el desarrollo para evaluar la presencia de
PSP. Los resultados filogenéticos se corresponden con lo determinado por Taylor (1996). O.
glacialis aparece como grupo hermano de las demds especies de Cruckshanksia. Ademas, se
sugiere que el género Cruckshanksia estaria conformado por dos principales linajes, uno de
caracter costero y otro mds cordillerano. En todas las poblaciones estudiadas se encontraron
dos morfos estilares y se descarto la presencia de PSP. Se establecid que 0. glacialis
corresponde a una especie con dimorfismo estilar y que Cruckshanksia presenta especies con
polimorfismo mixto y diestilia. Esta ultima, fue dominante en las especies costeras. La
reciprocidad fue mayor en el nivel superior de los verticilos sexuales. Se encontré que hay una
tendencia a la disminucién del grado de reciprocidad con la altitud y se determind que
corresponde al efecto de una leve seiial filogenética del grado de reciprocidad en el clado. Aun
asi, cabe destacar que el grado se reciprocidad demostré ser un rasgo altamente variable

incluso a nivel intraespecifico.
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ABSTRACT '

STYLE POLIMORPHISM EXPRESSION OF OREOPOLUS-CRUCKSHANKSIA CLADE IN A PHYLOGENETIC CONTEXT

Distyly is a breeding system found in a small number of angiosperm families that is considered
to reduce selfing and to increase outcrossing. It is a specialized stylar polymorphism in which
the stamens and stigma are found in reciprocal positions (reciprocal herkogamy). Recently
more subtle style polymorphisms such as mixed polymorphism and stigma-height dimorphism
have been revealed in which the two floral morphs are not completely reciprocal. Rubiaceae is
the angiosperm family characterized by the highest abundance of distylous species.
Cruckshanksia Hook. & Arn. y Oreopolus Schlecht. (Rubiaceae, Rubioideae, Coussareeae) are
endemic genera of Chile and Argentina. To date, their reproductive biology has been poorly
studied. Distyly has been proposed for both genera, but stylar polymorphism expression has
not been studied in detail. In addition, secondary pollen presentation (SPP) has been
suggested. The taxonomic status and circumscription of Oreopolus y Cruckshanksia has been
widely debated. All species have been included in Cruckshanksia as well as separated into two
genera, but with different circumscriptions. In 1963 Ricardi recognized three species in
Oreopolus whereas in 1996 Taylor recognized only one species in Oreopolus (O. glocialis
(Poepp.) Ricardi). In this study, the occurrence and degree of reciprocal herkogamy and
presence of SPP in Oreopolus-Cruckshanksia clade was evaluated at a population level. To test
evolutionary trends in the clade, the first step involved clarifying the phylogenetic relationships

of Oreopolus-Cruckshanksia. Phylogenetic reconstruction was undertaken, amplifying cpDNA
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and rDNA sites principally using field-collected material. Style and anther heights were
measured and the degree of reciprocal herkogamy quantified. Bud development was analyzed
to assess SPP presence. The phylogenetic results support Taylor (1996) taxonomic
circumscriptions. O. glacialis appears as sister group to all Cruckshanksia species. They also
suggest that Cruckshanksia comprises two main lineages, one coastal and other of mountain
distribution. In all populations studied two style morphs were found. The presence of SPP was
not confirmed for any species in the clade. Three types of style polymorphisms were revealed:
stigma-height dimorphism in O. glacialis; distyly and mixed polymorphism in Cruckshanksia
species. Distyly was predominant in coastal species. In general, the upper whorls showed
greater reciprocity than the lower floral whorls. Within the clade, style polymorphism
expression showed weak phylogenetic signal, there being considerable variability at the

intraspecific [evel in some species. Although reciprocal herkogamy was correlated with altitude,

this relationship disappeared upon application of the comparative method.




INTRODUCCION

Durante el proceso de diversificacién los linajes adquieren variados rasgos morfoldgicos,
fisiologicos y reproductivos que permiten su adaptacion a las condiciones ambientales
manifestadas a través del tiempo. Con respecto a la reproduccién, en angiospermas se han
descrito numerosos sistemas que promueven la xenogamia, favoreciendo asi la mantencion de
la diversidad genética y la capacidad de adecuarse a cambios en el tiempo y el espacio. Un

sistema de reproduccion particular que ha sido motivo de gran interés es la heterostilia.

La heterostilia es un polimorfismo estilar especializado que contempla hercogamia
reciproca y se acompafia en muchos casos por un sistema de autoincompatibilidad y rasgos
florales secundarios (Barrett 1992). La hercogamia es la separacién espacial de estigmas y
anteras. En ella destacan dos arquitecturas, la hercogamia de aproximacion {morfo longiestilo)
donde las anteras se encuentran sobre los estigmas y la hercogamia revertida (morfo
breviestilo) donde ocurre el caso inverso (Webb & Lloyd 1986). La hercogamia reciproca se
presenta dentro de una misma poblacién donde individuos diferentes exhiben dos (diestilia) o
tres (triestilia) morfos caracterizados por flores que difieren reciprocamente en la posicion de
sus 6rganos sexuales {Barrett 1992) (Fig. 1). La hercogamia ha sido concebida como una
estrategia que minimiza la autofecundacion al disminuir el contacto entre los drganos sexuales

de la flor {(Webb & Lloyd 1986; Barrett 2002a; Lloyd & Yates 2014). Con respecto a la

hercogamia reciproca y la heterostilia, Darwin (1877) fue el primero en proponer que la
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posicién relativa y reciproca de estigmas y anteras representa un mecanismo beneficioso para
las especies al asegurar el traspaso de polen de una forma a otra. Actualmente muchos autores
apoyan esta postura existiendo evidencia que lo comprueba en taxa particulares (Ganders
1974; Barrett & Glover 1985; Kohn & Barrett 1992; Lloyd & Webb 13923; Massinga et al. 2005;
Baena-Diaz et al. 2012). La heterostilia es conocida tinicamente en angiospermas, donde tiene
un origen polifilético, apareciendo de manera independiente en al menos 28 familias (Barrett

2000). Su manifestacién mas comuin es la diestilia.

Diferentes polimorfismos estilares

Si bien el conocimiento de la heterostilia se remonta al siglo XVl (van Dijk 1943), luego del
exhaustivo trabajo hecho por Darwin en 1877 han aparecido maltiples estudios de caracter
cuantitativo que describen categorias mds sutiles de polimorfismos estilares. Por ejemplo,
existen especies que presentan dos morfos con dos niveles de estigma pero con un tinico nivel
de antera (“dimorfismo estilar”) (Lloyd & Webb 1992b; Barrett 2000}, especies donde se
encuentran los dos morfos caracteristicos de la diestilia junto con flores homoestilas (sin
hercogamia) (Lloyd & Webb 1992b), especies que presentan dos morfos con dos niveles de
estigma pero con una gran variacion en la altura de las anteras {“dimorfismo estilar relajado”)
(Ferrero et al. 2009, 2011), y especies donde existen dos morfos pero solo una de las
estructuras sexuales de la flor se corresponde con la estructura reciproca del morfo opuesto
(“heteromorfismo anémalo” (Barrett 1988; Barrett & Richards 1990) o “polimorfismo mixto”
{Ferrero et al. 2011)) (Fig. 1). Junto a estas situaciones se han observado casos de poblaciones
que muestran una variacién continua en el tamafio de los drganos definitorios del polimorfismo

(Faivre & McDade 2001; Sanchez et al. 2008; Ferrero et al. 2011) implicando una pérdida de la
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hercogamia reciproca entre morfos y dificultandoc en gran medida la categorizacion del
reciprocidad. Bajo la perspectiva de Lloyd & Webb (1992b), la via evolutiva hacia ia hercogamia
reciproca perfecta comprende estados intermedios de polimorfismo estilar. En su modelo
sobre el origen de la heterostilia proponen que la condicién ancestral serfa la hercogamia de
aproximacién, le seguiria el dimorfismo estilar, y finalmente se alcanzaria la hercogamia
reciproca. El sistema de incompatibilidad genética y los caracteres secundarios serian

incorporados posteriormente,

Ademds de las categorfas mencionadas, se conocen especies donde se ha comprobado
que las funciones sexuales se potencian de manera distinta en ambos morfos (Levin 1968;
Ganders 1974; Lewis 1982; Bjorkman 1995; Lau & Bosque 2003; Hernandez & Ornelas 2007}
llegando incluso a estados denominados “subdioecfa” (Riveros et al. 1987) y “dioecia criptica”.
En esta Ultima situacién, las flores presentan dos morfos morfoldgicamente hermafroditas pero
funcionalmente unisexuales (Li et al. 2010; Liu et al. 2012). La expresién mdxima de este
fenémeno es la conversion completa a dioecia desde un ancestro con heterostilia, evento
conocido como “especializacién de Gender” (Beach & Bawa 1980; Pailler et al. 1998; Barrett
2002b; Tippery et al. 2008). Todo ello indica que los polimorfismos estilares serian mucho mds

Iabiles evolutivamente de lo que fueron concebidos originaimente.
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4

Homoestilia / Isoestilia Triestilia

Hercogamia revertida (B) Polimorfismo mixto / Heteromorfismo anémalo

N 2

Dimorfismo estilar relajado Diocia

Figura 1. Diferentes polimorfismos estilares. Hercogamia de aproximacién (L), dimorfismo
estilar, hercogamia reciproca (diestilia), homoestilia, triestilia, hercogamia revertida (B),
polimorfismo mixto (en sus distintas posibilidades), dimorfismo estilar relajado y dioecia. La
sucesion de los tres primeros polimorfismos es parte de la via evolutiva hacia la heterostilia

propuesta por Lloyd & Webb (1992b).
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Sistema reproductivo en la familia Rubiaceae

Rubiaceae es la familia con la mayor representacion de géneros heterostilos conocida (Darwin
1877; Vuilleumier 1967). Sin embargo hasta la fecha, el grado de reciprocidad entre los érganos
sexuales, informacién relevante para precisar la naturaleza del polimorfismo estilar y entender
las transiciones evolutivas entre sus diferentes expresiones, solo ha sido estudiada en una
fraccién de las especies con esta condicidn y generalmente sin abarcar la totalidad de los
géneros estudiados (Richards & Koptur 1993; Faivre & McDade 2001; Faria et al. 2011;
Sampson & Krebs 2012). La familia Rubiaceae presenta una gran variedad de sistemas de
reproduccion que se asocian predominantemente a cada una de sus tres subfamilias (Bremer &
Eriksson 2009). En Rubioideae es comun la heterostilia, en Ixoroideae la presentacion
secundaria de polen (PSP) y en Cinchonoideae ambos sistemas (Robbrecht 1988). Se suele
distinguir como mecanismo de polinizacién “ixoride” cuando se hace referencia a .PSP en
Rubiaceae (Bremekamp 1966; Nilsson & Rabakonandrianina 1990). Esto debido a que en esta
familia el polen se caracteriza por recaer siempre en el extremo superior estilo o cara externa
del estigma {presentador de polen en Rubiaceae). Las plantas que presentan esta condicion por
lo general son homostilas y protandricas (Puff & Robbrecht 1996). De esta forma, tanto el
polen como el estigma se situan en [a misma posicibn pero en momentos distintos
(caracteristica de la protandria), reduciendo la posibilidad de autopolinizacién, facilitando al
mismo tiempo el contacto entre las anteras y el presentador de polen y optimizando la entrega
y recepcién de polen por parte del polinizador (Carolin 1960; Howell et al. 1993). la
coocurrencia de polinizacién “ixoride” y hercogamia de aproximacion se encuentra
excepcionalmente en especies donde el estigma elonga de manera retrasada, posterior a la

recepcion del polen desde las anteras (Imbert & Richards 1993).
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El clado Oreopolus-Cruckshanksia

Cruckshanksia Hook. & Arn. y Oreopolus Schlecht. son dos géneros endémicos de Chile y
Argentina pertenecientes a la familia Rubiaceae, subfamilia Rubioideae y tribu Coussareeae
(Bremer & Eriksson 2009). Coussareeae es una tribu neotropical propia de América que se
distribuye principalmente en Sudamérica (Bremer & Manen 2000; Robbrecht & Manen 2006}
En base a la informacidn filogenética disponible hasta el momento se reconocen ocho géneros
cuyas relaciones se encuentran parcialmente resueltas. Los clados “Coussarea-Faramed” y
“Oreopolus-Cruckshanksia” son los (nicos que se encuentran bien sustentados {Bremer &
Eriksson 2009). El clado “Oreopolus-Cruckshanksia”, objeto de estudio de la presente tesis, estd
compuesto de ocho especies reconocidas segtin la ditima revisién taxonémica del grupo (Taylor

1996).

En el clado Oreopolus-Cruckshanksia se ha descrito de manera general la presencia de
diestilia. Esta conclusion se fundamenta mayoritariamente en observaciones de herbario
(Taylor 1996). La autora habla de formas longiestilas y breviestilas representadas en igual
proporcion, para especimenes de herbario de una misma coleccién en el caso del género
Oreopolus. Ademds, afirma que los estigmas se encuentran exsertos en todas las flores
longiestilo observadas. En Cruckshanksia asevera que vio ambas formas representadas en
poblaciones de dos especies y que también fueron vistas en muestras herborizadas de las cinco
especies restantes, pero a diferencia de Oreopolus, no aclara que hayan sido encontradas en la
misma coleccién. En estudios previos, Ricardi & Quezada (1963) reportaron muestras de
herbario con flores “macro y microstilos” en cuatro especies de Cruckshanksia y Gnicamente

“microstilos” en las tres especies restantes. Basandose en estas ohservaciones afirman: “Con
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seguridad debe ser general para todas laos especies la existencia de individuos macro y
microstilos quedando la comprobacion definitiva para futuros estudios de poblaciones”. Para las
especies del género Oreopolus, Ricardi (1963) observa que la heterostilia es muy frecuente.
Anterior a Ricardi & Quezada (1963), la Ginica observacién existente sobre este rasgo la realiza
Reiche (1902}, quien habla de “Flores con érganos & i @, pero probablemente unisexuales (o

heterostilosas?)”.

Taylor (1996) también ha mencionado la presencia de PSP en Cruckshanksia, género de
supuesto caracter diestilico. La propuesta se basa en el registro de granos de polen adosados a
la pubescencia de la cara abaxial del l6bulo del estigma en muestras herborizadas. Ademas, a
partir de flores adultas del morfo longiestilo que aparentemente no tendrian el estigma
exserto, sugiere que el estilo en este morfo elongarfa de manera retrasada, posterior a la
antesis. A partir de ambas caracteristicas Taylor {1996) sugiriere que en flores longiestilas

podria existir un mecanismo de polinizacién “ixoroide”.

Es importante sefialar que en su interior, el clado Oreopolus-Cruckshanksia ha sufrido
inestabilidad taxonémica a lo largo de casi dos siglos, existiendo opiniones encontradas con
respecto al reconocimiento de ambos. El género Cruckshanksia fue descrito el afio 1833 por
William J. Hooker y George Arnott W {Hooker 1833). Seguido por Oreopolus en 1856 por
Diederich von Schlechtendal {Schlechtendal 1856). Los dos géneros han sido sinonimizados en
dos ocasiones (Schumann 1891; Reiche 1902). En las tltimas revisiones se acepta la existencia
de ambos pero se difiere en la asignacién de especies entre ellos. En la rehabilitacién del
género Oreopolus, Ricardi (1963) agrupa a las especies: O. glacialis Poepp. et Endl, O. palma

(Clos) Ricardi y O. macranthus {Phil.) Ricardi. Y en Cruckshanksia, Ricardi y Quezada (1963)
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reconocen siete especies. Con una opinién diferente, Taylor (1996) considera al género
Oreopolus como monotipico, compuesto solo por O. glacialis y renombra dentro de las siete
especies de Cruckshanksia (distintas a las de Ricardi y Quezada {1993)) a O. palma y O.
macranthus como C. palmae Clos y C. macrantha Phil. Con respecto a la circunscripcion de
ambos géneros, Puff (1988) en un trabajo sobre la posicién taxonémica del género Carphalea,
realiza el siguiente comentario acerca de Cruckshanksia y Oreopolus: “De todos modos, los dos
géneros estdn muy estrechamente relacionados, y es quizds un asunto de gusto personal el

mantenerlos o no separados a nivel genérico” (traduccion desde el inglés).

Los antecedentes de diestilia y PSP en el clado Oreopolus-Cruckshanksia, junto con la
incertidumbre taxondmica del grupo, convierte a este clado en un interesante y desafiante
grupo de estudio para indagar posibles transiciones entre diferentes expresiones de
polimorfismo estilar. Surgen, entre otras, las siguientes preguntas: a) ¢Existe hercogamia
reciproca perfecta en todas las especies?; b) En caso de manifestarse PSP en el clado ¢Cudn
generalizada es?; c) ¢Hay una tendencia hacia la pérdida de hercogamia reciproca en especies
con presunta PSP?; c) De haber diferentes expresiones de polimorfismo estilar en el grupo

¢Cudl seria el estado ancestral?

Para entender la evolucién del sistema de reproduccién del grupo, es imprescindible
desentrafiar las relaciones filogenéticas entre ambos géneros y revisar sus asignaciones a nivel
especifico, verificando la monofilia del clado. En base a lo anterior, cabe preguntarse de
manera adicional: d) ¢Hay apoyo filogenético para mantener al clado Oreopolus-Cruckshanksia
como géneros separados?; de ser asi y considerando las posturas de Ricardi (1963); Ricardi &

Quezada (1963) y Taylor (1996) ¢ Cual circunscripcion se sustenta filogenéticamente?
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Objetivo general

Mediante un estudio detallado de la morfologfa floral y la reconstruccién filogenética molecular
del clado Oreopolus-Cruckshanksia, estudiar la expresién del polimorfismo estilar, evaluar la
presencia de presentacion secundaria del polen y establecer posibles transiciones entre sus
estados en el clado Oreopofus-Cruckshanksia. En forma complementaria, evaluar si hay
sustento filogenético para la mantencion de los dos géneros y la asignacidn de especies entre

ellos, segun Ricardi (1963) y Ricardi & Quezada (1963) en oposicién a Taylor (1996).

Objetivos especificos

Establecer las relaciones filogenéticas y tiempos de divergencia para el clado

Oreopolus-Cruckshanksia.

e Verificar la presencia y expresidon del polimorfismo estilar junto con el grado de
isopletia (en el caso de encontrar mas de un morfo) en poblaciones representativas de

todas las especies del clado.

¢ Evaluar la existencia y distribucion de presentacién secundaria de polen en poblaciones

representativas de todas las especies del clado.

* Trazar la evolucion del sistema de reproduccion sobre una hipétesis filogenética.
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En estia tesis se pretende contestar las siguientes preguntas:

1. ¢Existe evidencia filogenética que apoye la mantencion de Orecpolus y Cruckshanksia

como géneros separados?

2. En relacion a la pregunta anterior, éSon C. palmae y C. macrantha mds cercanas a O,

glacialis (Ricardi 1963), o a las demds especies de Cruckshanksia (Taylor 1996)?

3. (¢Existe variacion en la expresion de polimorfismo estilar en los géneros estudiados?

4, ({Existe coocurrencia de hercogamia y PSP en el clado Oreopolus-Cruckshanksia?

5. éCudl es la tendencia evolutiva del sistema de reproduccién en el clado?




IMETODOLOGIA

Descripcidon del grupo de estudio

Las especies pertenecientes al clado Oreopolus-Cruckshanksia se distribuyen en los ecosistemas
terrestres de: matorral desértico, matorral bajo de altitud, herbazal de altitud y estepas y
pastizales (Pliscoff & Luebert 2006). Las especies de Cruckshanksia se encuentran entre [as

latitudes 23° y 34°S y la especie O. glacialis entre los 33° y 54°S (Fig. 2, Apéndice 1).

s Cruckshanksia Hook. & Arn (sensu Taylor 1996) esta compuesto por cojines
hemicriptéfitos y hierbas anuales. Su distribucion comprende el Desierto de Atacamay
los Andes de la zona norte y el centro de Chile junto con sectores adyacentes en
Argentina (Fig. 2, Apéndice 1). Se caracteriza por presentar hojas opuestas y estipulas
que van desde triangulares a bilobuladas o erosas. Sus flores estdn dispuestas en cimas
terminales y muestran dos morfos estilares. La corola es amarilla con un tubo largo y
delgado. En varias especies el cdliz tiene un apéndice petaloide de color amarillo,
rosado o blanco que al secarse es de aspecto similar a papel (Fig. 3). El fruto es una
capsula loculicida. La tinica especie anual, C. pumila, crece en regiones del Desierto de
Atacama que solo reciben lluvia cada tres o cinco afios, especialmente en presencia del
“Nifio”. C. hymenodon es la especie fipo. Esta Ultima es ampliamente distribuida y

colectada (Taylor 1996).

11
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e Oreopolus Schitdl (sensu Taylor 1996) es un género monotipico, constituide por la
especie Oreopolus glacialis, un cojin hemicriptdfito lefioso, de hojas suculentas con
raices gruesas y profundas. Se distribuye entre la Region Metropolitana de Chile y
Tierra del Fuego a lo largo de Ia Cordillera de los Andes sobre los 3000 msnm. y en la
Estepa Patagénica de Chile y Argentina (Fig. 2). Presenta hojas ternadas con estipulas
triangulares interpeciolares. Las flores muestran dos morfos estilares, se presentan
solitarias o agrupadas de a pocas en racimos axilares terminales. La corola es amarilla y

tiene un tubo largo y delgado (Fig. 3). Su fruto es una capsula loculicida (Taylor 1996).
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Figura 2. Distribucion de los géneros Cruckshanksia y Oreopolus. Los datos de ocurrencia
provienen de bases de datos de herbarios (CONC, USL), colecta personal y proyecto “Flora

Argentina”’.

! http://www.floraargentina.edu.ar/
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Figura 3. Detalle del clado Oreopolus-Cruckshanksia. (1) O. glacialis, (2) C. palmae, (3) C.

macrantha, (4) C. hymenodon, (5) C. lithiophila, (6) C. pumila, (7) C. montiana, (8) C. verticillata.
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Reconstruccion filogenética

Obtencidn de muestras para extraccion de DNA

Durante la temporada de primavera-verano del 2012-2013 se colectaron muestras de material
foliar que fueron almacenadas en silica. Adicionalmente, se trabajé con material herborizado
de la Universidad de Concepcion {CONC) y la Universidad de La Serena (ULS). A partir de ambas
fuentes se obtuvo material de las ocho especies del clado Oreopolus-Cruckshanksia de acuerdo
al tratamiento taxonémico de Taylor (1996), abarcando 36 poblaciones diferentes (Apéndice 2).
A pesar de la sequia que rigid en el desierto los afios 2012 y 2013, la Gnica especie que no fue

encontrada en terreno fue C. pumila.

Seleccion del grupo interno y externo

El grupo interno se conforma de las ocho especies del clado Oreopolus-Cruckshanksia: C.
palmae, C. macrantha, C. lithiophila, C. pumila, C, hymenodon, C. montiana, C. verticillata y O.
glacialis (Taylor 1996). Para el grupo externo se obtuvieron muestras tanto de herbario (CONC)
como de GenBank’ {GB). Los taxa seleccionados corresponden a los niveles de tribu y
subfamilia del clado estudiado dentro de la familia Rubiaceae. De la tribu Coussareeae, se
usaron las especies Faramea crassifolia (GB) y Coussarea hydrageifolia (GB) y de la subfamilia
Rubioideae, se utilizé Hedyotis safzmannii (tribu Spermacoceae; CONC) en representacion de la
alianza Psychotrieae-Spermacoceae, perteneciente al grupo hermano de la tribu Coussareeae

(Bremer & Eriksson 2009).

% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Extraccién, amplificacion y secuenciacion de DNA

El DNA gendmico fue extraido a partir de 40 mg. aproximadamente de tejido foliar. Se utilizo el
set de extraccion de DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen siguiendo el protocolo sugerido por el
producto (JanBen 2006), y las modificaciones propuestas por (Drabkova et al. 2002). En la
amplificacién del DNA mediante la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) se utilizo la zona
de DNA nuclear ribisomal (rDNA) ubicada en la regién del espaciador transcriptor interno ITS,
usando los  partidores  ITS-4:  5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" e [1S:5: 5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3° (White et al. 1990). También se utilizaron las regiones
espaciadoras de DNA plastidial (cpDNA) trnl-trnF y rpl32-trnLUAG (Taberlet et al. 1991},
utilizando sus correspondientes partidores trnl: 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3', trnF: 5'-
ATTTGAACTGGTGACACGAG-3" y rpl32: 5-CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC-3', trnLUAG: 5'-
CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT-3'. La reaccion de PCR se llevé a cabo para un volumen total de 30
uL que contuvieron: 50 ng de DNA (en algunas muestras de herbario se utilizaron 100ng); 1,8
pmoles de cada partidor; 2,4 nmoles de mezcla de dNTPs (desoxirribonucléotidos trifosfato);
1,25 u de TagDNA polimerasa’; 75 nmoles de MgCly; 24 pg de albumina de suero bovino (BSA),
y 6 uL de Buffer Colorless GoTaq de Promega (para llevarlo a una concentracion de 1x en el
volumen final). La amplificacién se ejecuté en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf). Para los casos de ITS4-5 y trnl-F se utilizé el mismo programa de 35 ciclos que
contempla: 45 s a 94 °C de desnaturacion inicial; 1 min a 60 °C* de alineamiento y 1,5 min a

72°C de elongacién. Antes de los ciclos se inicia el proceso con 5 min a 94 °C y una vez

% Una u es definida como la cantidad de enzima requerida para catalizar la incorporacién de 10 nmoles
de dNTP.

*1a temperatura de alineamiento varié entre 56 y 62°C dependiendo de la muestra. En [a mayoria de los casos se
usd 60°C.
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terminados los ciclos se finaliza con 7 min a 72 °C. Una vez terminado el PCR las muestras se
conservaron a 4°C. Para el caso de rpl32-trnLUAG el programa fue de 30 ciclos que
contemplaron: 1 min a 95 °C de desnaturacién inicial; 1 min a 60 °C de alineamiento® y 5 min a
69 °C de elongacién, donde el aumento de la temperatura para llegar a este paso se hizo con
un gradiente de 0,3 °C/s. Antes de los ciclos se inicié el proceso con 5 min a 95 °C y una vez
terminados los ciclos se finalizé con 5 min a 65 °C. Una vez finalizado el PCR las muestras se
conservaron a 4 °C. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1 % (agarosa solida diluida en buffer TAE al 1X (Tris, acetato y EDTA)),
tefiidos con GelRed (2 pL del producto para 50mL de agarosa liguida). La electroforesis se
efectud a 80 v durante 40 min. Luego se visualizaron los geles en un transiluminador UV
(Electronic). En las muestras que mostraron dos amplificaciones distintas (“dos bandas”}, la
banda correcta fue escogida segln la cantidad de pares de bases del correspondiente partidor,
cortada y extraida del gel para ser posteriormente purificada con el kit Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System Promega.’

Secuenciacién, edicién v alineamiento de secuencias

Las muestras de DNA amplificado fueron enviadas a secuenciar a Macrogen (Corea). Con el
propdsito de comprobar que las secuencias obtenidas como resultado a partir de
electroferogramas correspondieran a taxa vegetales del grupo de estudio y no a [a

amplificacién de contaminantes, se utilizé la aplicacién de comparacién de similitud BLAST

® La temperatura de alineamiento varié entre 56 y 62°C dependiendo de la muestra. En la mayorfa de los
¢asos se usd 60°C.

% Los geles para purificar se realizaron en agarosa al 2% y se dejaron correr en electroforesis por 4 hrs.
aproximadamente para lograr una buena separacién de las bandas.
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(Basic Local Alignment Tool)’. Las secuencias en buen estado fueron editadas y alineadas en el
programa BioEdit versién 7.0 (Hall 1999} mediante inspeccién visual y la herramienta Clustalw

Multiple Alignment.

Andlisis filogenético

A partir del DNA extraido de 116 individuos se seleccionaron 38 que presentaron las tres
regiones de DNA amplificadas. Los analisis filogenéticos se realizaron mediante las
aproximaciones algoritmicas de Parsimonia e Inferencia Bayesiana. Se uso la informacién de los
tres marcadores de manera independiente y combinada para realizar en total cinco
reconstrucciones: rDNA (ITS5) bajo las dos aproximaciones algoritmicas, cpDNA (trnL y rpl32
concatenados) bajo las dos aproximaciones algoritmicas y evidencia total (los tres marcadores

concatenados) bajo [a aproximacién de Inferencia Bayesiana.

En la reconstruccién filogenética, no fueron considerados los “gaps” (nucledtidos
faltantes en el alineamiento). A pesar de que si mostraban similitudes entre las distintas
secuencias, no resultaron ser informativos, ya que en la mayoria de los casos entregaban
informacion redundante equivalente a los sitios polimérficos o correspondian a autapomorfias

de cada especie.

Los andlisis de Inferencia Bayesiana se realizaron en MrBayes v3.2.1 (Ronquist et al.
2012). Previamente, se evaludé el modelo mds simple que se ajusta a cada set de datos
utilizando jModelTest 2.1.3 (Darriba et al. 2012}, en el cual se consideran los tipos de
sustituciones nucleotidicas y se evalla si corresponde medir la tasa de heterogeneidad de

gamma (G) y la proporcién de sitios invariantes (1) segtin el criterio de informacién de Akaike

7 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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corregido (AICc). Para construir los arboles, se usaron los algoritmos de Metropolis y
Montecarlo via Cadenas de Markov (MC?) con dos andlisis independientes de 10 millones de
generaciones y cuatro cadenas de Markov (una fria y tres calientes), cada uno a partir de un
drbol elegido al azar. Del mismo modo, los pardmetros fueron muestreados cada 1000
generaciones y se deseché el 25 % de las primeras muestras. Se computé el consenso con
todos los grupos compatibles del drbol, incluyendo componentes combinables e informacidn
sobre largo de las ramas, para todos los drboles muestreados posterior a la estacionalidad de
las btisquedas. Para determinar el soporte de los nodos, se realizaron pruebas de probabilidad
a posteriori, donde se considerd un nodo bien soportado aquel con un valor minimo de 0,95

{Ronguist et al. 2012).

Con la finalidad de evaluar si los set de datos eran congruentes se realizd el test de
homogeneidad (Farris et al. 1995) implementado en PAUP*4.0b10 (Swofford 2003). En el caso
de cpDNA (trnlL + rpl32) los datos fueron homogéneos (P = 0,33). Distinto ocurrié al evaluar los
tres marcadores donde el resultado indicé que las particiones no debfan ser concatenadas (P <
0,01); por esta razén no se realizé un andlisis de evidencia total bajo el algoritmo de
Parsimonia. Sin embargo, si se realizd en Inferencia Bayesiana ya que MrBayes es capaz de

aplicar modelos independientes a cada particidn sin necesidad de evaluar su compatibilidad.

Fl analisis de Parsimonia fue realizado en el programa PAUP*4.0b10 (Swofford 2003}.
Se excluyeron los caracteres no informativos. Los caracteres utilizados fueron tratados como no
ordenados, asignandoles igual peso (Broughton et al. 2000). Se hizo una busqueda heuristica de

los drboles més parsimoniosos, conducidas con el algoritmo de “barrido de ramas” (branch-

swapping) por biseccién y reconexién del arbol (tree-bisection-reconection: TBR) con adicidn
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aleatoria de taxa al drbol inicial (100 réplicas). Finalmente se determiné el soporte de los nodos
mediante un bootstrap no paramétrico de 5000 iteraciones, donde se consideré un nodo bien

soportado por sobre un 70% del valor de bootstrap (Hillis & Bull 1993}.

Estimacion de los tiempos de divergencia

Se utilizé la técnica de reloj molecular, la cual estima el tiempo transcurrido a partir de
diferencias entre las secuencias de DNA. La calibracién se realizé mediante dos puntos: (i)
andlisis moleculares previos, se datd en 654 Ma (Bremer & Eriksson 2009) el nodo
correspondiente a la edad minima de la tribu Coussareeae, vale decir, la edad corresponde al
momento en el cual diverge de su grupo hermano (alianza Psychotrieae-Spermacoceae) y (i}
informacion de polen fésil encontrado en Panama del género Faramea reportado para el
Foceno tardio ~34—40 Ma {Graham 1985}. Se datd en 37 Ma la edad minima del nodo formado
entre Faramea y su grupo hermano Coussarea. El analisis se realizd en el programa Beast
version 1.8 (Drummond et al. 2012) que estima la filogenia y los tiempo de divergencia
simultdneamente. Se respet6 la particion de los datos y los modelos de evolucién de cada
marcador. Se trabajo sobre 13 taxa debido a que en la hipétesis filogenética obtenida en
MrBayes cada especie se encontraba sobrerrepresentada. El analisis se restringio mediante la
asignacién previa de grupos monofiléticos para conservar la misma topologia de la hipétesis
filogenética obtenida en el andlisis previo. Se asumié un modelo de reloj molecular relajado, el
cual considera que las tasas de sustitucién no son constantes y para el modelo de especiacién
se utilizé “Birth-Death Process”. Se corrieron 100 millones de iteraciones de las cuales se

quemd el 25%. La convergencia del andlisis fue verificada en el programa Tracer v.1.8 y el arbol

final fue reconstituido con el programa TreeAnnotator v.1.8.
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Con el objetivo de comparar los tiempos de divergencia arrojadas con distintos
acercamientos, se realizé una segunda calibracion utilizando datos de tasas de sustitucién para
taxa vegetales herbaceos de otros grupos. A [TS5 se le asigné una tasa de 3x10° y al trnl. una de
8,24x10° cambios por sitio por afic (Richardson et al. 2001), el valor de rpl32 se dejé por
defecto ya que no fue documentado. El resto de los pardmetros fueron los mismos que se

utilizaron en el anélisis mediante puntos de calibracion.

Sistema reproductivo en el clado Oreopolus-Cruckshanksia

Obtencidn y conservacion de muestras

Durante los meses de septiembre del 2012 y enero del 2013 se realizd el trabajo de terreno a
razén de la época de floracion de cada especie seguin las fechas de colecta de herbario (CONCy
ULS). El género Oreopolus fue abordado en la Cordillera de los Andes de [a Regidn
Metropolitana y el género Cruckshanksia entre las regiones de Antofagasta y Coquimbo. Se
consiguio al menos una poblacién para cada especie (en algunas especies se usé dos o tres) con
la excepcidn de C. pumila que no fue localizada en terreno a pesar de revisar muchas
localidades con registros previos. Esta especie es de caracter anual y se ve altamente afectada

en los afios de sequia.

En un total de 18 poblaciones representando siete especies, se colecté una
inflorescencia de cada individuo para todas las plantas con presencia de flores en poblaciones
pequefias, y para una fraccién representativa (200 a 1000 ind.) en poblaciones grandes a través
de un muestreo aleatorio. Ademds, en una poblacidn de cada especie se procedio a colectar

inflorescencias con flores en estado de yema intentando conseguir alrededor de 30 individuos
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seguin Ia disponibilidad del estadio. El material colectado fue almacenado en alcohol 70% v/v

para su posterior medicidn en el laboratorio.

Determinacidn de frecuencia de morfos florales

En cada poblacion se verificé visualmente en terreno la presencia de dos morfos estilares. Las
inflorescencias colectadas, antes de ser almacenadas, fueron contabilizadas y separadas por
morfo para obtener [a frecuencia de individuos longiestilo (L) y breviestilo [B). Las plantas L
correspondieron a aquellas con flores donde el estigma mostraba una altura superior al nivel
de las anteras v las B al caso Inverso. En el clado Oreopolus-Cruckshanksia la determinacion del
morfo se puede realizar facilmente incluso en estado de yema, ya que las flores L presentan un
engrosamiento en la parte superior del tubo de la corola, lugar donde se alojan las anteras

(Taylor 1996).

Medicién de rasqos florales

Se realizaron mediciones en tres poblaciones de C. montiana (dos del sector sur de su
distribucidn y una del norte) y C. palmae, dos poblaciones de C. hymenodon, C. macrantha y O.
glacialis y una poblacién de C. verticillata y C. fithiophila. A partir de las muestras almacenadas
en alcohol, de cada inflorescencia se tomé al azar una flor adulta en buen estado para ser
medida en representacion de un individuo. Con la excepcién P16 de C. macrantha donde solo
se consiguieron 37 ind. en total, se midieron flores de al menos 60 individuos de cada

poblacién, 30 de cada morfo.

A partir de imagenes digitales se midieron ocho rasgos florales, entre ellos los

definitorios de la hercogamia reciproca. Se montd una placa de Petri sobre una regla de un
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centimetro de largo en una [upa Zeiss (Stemi 2000-C). Una camara digital Canon Power Shot
A610 fue adaptada y conectada simultdneamente a la lupa y a un computador con Windows
XP. Desde el computador, a través de la herramienta Disparo Remoto de Canon se realizd una
fotografia de cada flor. Las flores seleccionadas se manipularon dentro de la placa con alcohol
70% v/v para evitar 1a reduccién de estructuras debido a desecacién. Cada flor se disecd bajo la
lupa a lo largo del tubo de la corola hasta dejar expuestas las anteras en ejemplares B.
Posteriormente, a partir de las fotografias, se realizaron las mediciones en el programa de
analisis y procesamiento de imagenes Image J (Abramoff et al. 2004). Los rasgos medidos en
flores adultas fueron: desde la base del ovario se registré (1) el largo del tubo de Ia corola, (2} la
aftura de una antera, y (3) la altura del estigma. La altura de anteras y estigmas fue definida
hasta el punto medio de cada estructura, justo donde se inserta el filamento en el caso de las
anteras y entre el punto de bifurcacion y el extremo en el caso de los estigmas (estigma de tipo
bifido). Ademds, se registré (4) el tamafio de una antera, y (5) el tamafio del estigma. Desde un
l6bulo de la corola de cada flor se obtuvo (6) el drea del pétalo y (7) el perimetro del pétalo.
También fue medido (8} el ancho del tubo de la corola en su base (Fig. 4). A partir de estos
datos se obtuvo Ia distancia estigma-antera (hercogamia) calculada como la sustraccién de la
altura del estigma vy la altura de la antera de cada flor y la razén perimetro/area del pétalo,

calculado como el cociente entre el perimetro y el drea del [6bulo de la corola medido.

Tanto el largo del tubo de la corola como la altura de estigmas y anteras se midieron
desde la base del ovario y no desde su dpice debido a que en algunas especies los I6bulos del
céliz no permitieron distinguir los limites superiores del ovario. De todos modos, con el objetivo

de garantizar el criterio de medicion, se comparé el tamaiio de los ovarios entre morfos para
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una poblacién de cada especie (se utilizaron 30 individuos por morfo para P2, P5, P12, P15, P19

y P11. C. palmae no fue medida dado el gran impedimento de sus Iébulos).
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Figura 4. Rasgos florales medidos en flores de ambos morfos, (B) breviestilo y (L) longiestilo. (1)
largo del tubo de la corola, (2) altura antera, (3) altura estigma, (4) tamaiio antera, (5) tamafio

estigma, (6) area pétalo, (7) perimetro pétalo y (8) ancho tubo.

Se grafico la altura del estigma vy las anteras de cada individuo de manera creciente
ordenado por la altura del estigma. El diagrama que se obtiene revela la existencia morfos y la

magnitud de la distancia estigma-antera (hercogamia) en cado caso (Fig. 8).
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Presentacion secundaria de polen

Para que exista presentacion secundaria de polen junto con hercogamia de aproximacion,
deben cumplirse dos condiciones durante el desarrollo de la flor: (1) En la fase de yema, el
interior de las anteras debe encontrarse en estrecho contacto con la cara externa de los I6bulos
del estigma o porcién superior del estilo (estructuras equivalentes al receptaculo de polen de
PSP en Rubiaceae) y (2) la apertura de las anteras (dehiscencia) se debe anteponer a la antesis
de la flor. De esta forma, los granos de polen podrian ser depositados en la cara exterior del
estigma en la etapa de yema y asi [uego de la antesis los estilos elongar o enderezarse llevando
el polen sobre el nivel del tubo de [a corola (Igersheim 1993). Esta es [a tnica forma de que PSP

coexista con el morfo L de una especie con heterostilia (Fig. 5).
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Figura 5. Modelo de presentacién secundaria de polen en un yema de Cruckshanksia. (1)
estigma que elonga posterior a la antesis y (2) estigma que se endereza posterior a la antesis.
(A) yema con anteras y estigma joven, (B-C) yema con anteras dehiscentes y polen adosado a la
cara externa del estigma joven, (D-E) antesis floral, (F) flor presentando polen (G) flor madura

con estigma receptivo.

En una poblacion de cada especie, a partir de las inflorescencias fijadas en estadio
inmaduro, se midieron todas las yemas y flores abiertas con el objetivo de tener una sucesion
de desarrollo para cada planta. La metodologia fue la misma que se empled en flores adultas
con la Gnica diferencia de que aqui se registraron solo tres rasgos. Desde la base del ovario se
midid (1) el largo del tubo de la corola, (2) la altura de una antera y (3) la altura del estigma. El

criterio de medicion (en 2 y 3) fue el mismo que en flores adultas, ya que desde estadios muy
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tempranos el estigma se mostré bifurcado (Fig. 4). A partir de estos datos se obtuvo la distancia
estigma-antera (hercogamia). Junto con las mediciones, se registrd el estado de la antera, es

decir, si es que el polen habfa sido expulsado debido a la dehiscencia.

Andlisis de Datos

Con el objetivo de describir, analizar y categorizar las formas estilares encontradas en las
especies y poblaciones estudiadas, se procedié a evaluar la existencia de diferencias
estadisticas entre las formas L y B para los rasgos medidos. Se probaron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad de los datos mediante los test Shapiro-Wilks y F-Snedecor
respectivamente, con el mismo fin se observaron histogramas, boxplot y graficos de cualtil. En
los grupos de datos que cumplieron los supuestos se hicieron comparaciones entre morfos
dentro de cada poblacién mediante la prueba T-Student y en los conjuntos de datos que
violaron los supuestos fue usado el test de estadistica no parametrica U-Wilcoxon Mann-

Whitney. Para estudiar desviaciones en la isopletia se utilizé el test de x*.

Los datos fueron trabajados en el software R versién 3.1 (R Development Core Team
2008) a través de la interfaz RStudio versién 0.98 (RStudio 2012). Junto con [a aplicacién

Microsoft Excel de Office 2010.

Reciprocidatl

Existen distintas aproximaciones para estudiar el grado de reciprocidad o hercogamia reciproca
(Lloyd et al. 1990; Richards & Koptur 1993; Eckert & Barrett 1994; Lau & Bosque 2003; Sanchez
et al. 2008, 2013). Se trabajo con dos de ellas que incorporan de mejor manera la variabilidad

de la poblacién.
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1) Indice de reciprocidad (Sdnchez et al. 2008, 2013): Sefiala el grado de reciprocidad para una
poblacién mediante un valor tnico que se ubica entre cero y uno (el cero indica reciprocidad
perfecta). El indice retine la informacidn de los indices de reciprocidad relativos para cada nivel
de verticilo donde el nivel superior corresponde a las anteras del morfo B con los estigmas del
morfo L y el nivel inferior a las anteras del morfo L con los estigmas del morfo B. El indice de
reciprocidad relativo corresponde al promedio de todos los valores de distancia estigma-antera
posibles para un nivel, corregido por la media del tamafio de todos los estigmas y anteras de la
poblacién:
spp ()

nm

Ta =

donde r, es el indice de reciprocidad relativo para un nivel “a”, F; la altura de una antera, 5; la
altura de un estigma, X el promedio de la altura de todos los estigmas y anteras de la
poblacién, n el nitmero de anteras del nivel y m el nlimero de estigmas del nivel. La desviacion

estandar para la distancia estigma-antera de un nivel (sdr,) es:

so7((2575%)

nm

sdr, =

La reciprocidad total de la poblacién corresponde a la distancia euclidea de los indices de

reciprocidad relativos:

=y [(s)? + (1)?]
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donde r es la reciprocidad total de la poblacién, rs la reciprocidad relativa del nivel supetriory r;
la reciprocidad relativa del nivel inferior. La desviacién esténdar total (sdr) corresponde al
promedio de las desviaciones estandar relativas de cada nivel:

_ (sdrs + sdry)

sdr >

El indice de reciprocidad final de la poblacién (R) considera la reciprocidad y la dispersién de los
datos para ambas niveles de verticilo.

R =rxsdr
En poblaciones diestilicas este indice puede ser presentado en un grifico de dos dimensiones

donde cada eje corresponde al indice de reciprocidad relativo de un nivel.

Este indice se basa en el fndice de reciprocidad relativa propuesto por Richards &
Koptur (1993), pero presenta algunas ventajas con respecto a este y a otros indices anteriores
(Lloyd et al. 1990; Richards & Koptur 1993; Eckert & Barrett 1994; Lau & Bosque 2003). El indice
de (Sénchez et al. 2008) compara la distancia entre estigmas y anteras para todos los cruces
posibles de la poblacién sin reducirlo al promedio y se obtiene un Gnico valor que puede ser
comparado entre especies y correlacionadao con otras variables. Los célculos fueron realizados a
través de una macro de Microsoft Excel llamada RECIPRO®, programada y puesta a disposicion
por los mismos autores en la cual se ingresaron todos los datos de altura de estigmas y anteras
de la poblacion con su respectivo morfo. Para que los valores del indice de reciprocidad y de los
indices de reciprocidad relativos por nivel mantuvieran la misma magnitud, se incorporé el
criterio utilizado en las modificaciones de Sdnchez et al. (2013) y se multiplicd por 10 el indice

de reciprocidad final y se mantuvo el valor cero como maxima reciprocidad.

g http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html
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2) Correspondencia espacial (Lau & Bosque 2003): en esta metodologia se determina el
porcentaje de superposicion entre estructuras reproductivas de una poblacién mediante
gréficos de distribucion de frecuencia de los 6rganos reproductivos a [o largo de la flor:

Aij

Solapamiento;; = 100 X T

donde, Ajj es el drea de interseccién de la curva de distribucién de los 6rganos i con jy Ai es el
drea total de la curva de distribucién del érgano i. Para confeccionar las distribuciones se
determind la posicion relativa de anteras y estigmas en cada poblacion. Cada flor se dividié
longitudinalmente en segmentos de 0,1 mm comenzando desde la base del ovario, en cada
segmento se registré la presencia o ausencia de cualquier fragmento de antera o estigma. Este
método toma en cuenta todo el rango de tamafio de la estructura reproductiva sin reducirla a

un solo punto como lo hace el indice de reciprocidad.

Polimorfismo estilar

Con el objetivo de categorizar el polimorfismo estilar de las especies estudiadas, se analizé en
detalle [a informacidn de las mediciones de hercogamia y reciprocidad utilizando el criterio de
Ferrero et al. (2011). Los autores definen la diestilia (hercogamia reciproca) como el
posicionamiento complementario de las estructuras sexuzles opuestas entre morfos para
ambos niveles de verticilo, el dimorfismo estilar como la pérdida de solapamiento en ambos
niveles y el polimorfismo mixto como el posicionamiento complementario de las estructuras
sexuales opuestas en un solo nivel de verticilo. Al igual que para el indice de reciprocidad segln
correspondencia espacial {Lau & Bosque 2003), en este caso se trabajé con el solapamiento de

los érganos sexuales pero esta vez utilizando los valores promedio de altura y tamafio de los
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organos reproductivos. Se considerd sin solapamiento si es que la separacién de estigmas y
anteras correspondientes excedia la suma de la mitad del tamaiio del estigma con la mitad del

tamafio de la antera.

Presentacion secundaria de polen

Cada individuo, ya sea en estadio de flor adulta’ o de yema, fue categorizado dicotémicamente
bajo tres criterios: (i) B o L, {ii} con contacto o sin contacto y (iii) antera joven o antera
dehiscente. Luego se realizaron las combinaciones de 1, ii y iii resultando ocho categorias. La
separacién de flores B y L (i) se hizo como se describié en la seccion de determinacion de
morfos. Los botones muy pequefios fueron clasificados en funcidn del resto de las flores de su
misma inflorescencia, ya que esta caracteristica es uniforme en un mismo individuo. El
contacto entre anteras y estigma (ii) lo definimos como posible cuando estigmas y anteras de
una misma flor solaparon su posicién en algin punto de su extensidon. En cuanto al estado de
la antera (iii), una antera joven fue aquella que no estaba abierta y una dehiscente aquella que
estaba abierta y expulsaba polen. Se graficé la distancia estigma-antera (hercogamia) en
funcién del largo del tubo (como variable sustitutiva del estadio floral} y se sefialaron todas las
categorias descritas. Finalmente se calculd el porcentaje de flores candidatas a presentar PSP,
es decir, que cumplieron las condiciones: morfo L, posibilidad de contacto entre anteras y
estigma, y anteras dehiscentes. El porcentaje se calculé con respecto a la totalidad de flores del
morfo L. En la representacion gréfica, la distancia estigma-antera (hercogamia) negativa

corresponde a flores B positiva a flores L (Fig. 14).

? Fueron incluidos los datos de la seccidn “Reciprocidad” en las poblaciones correspondientes.
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Reconstruccion del sistema reproductivo

indice de reciprocidad

Con el objetivo de trazar la trayectoria evolutiva de la hercogamia reciproca, en primer lugar se
maped el indice de reciprocidad de Sanchez et al. (2008) sobre la hipotesis filogenética
obtenida con inferencia bayesiana para evidencia total. Del el arbol total se podaron los taxa
que no fueron medidos, entre ellos los grupos externos y el clado de C. pumila. El drbol
remanente mantuvo la topologia y sus 14 taxa conservaron el [argo de rama del drbol original
Antes de trazar el indice de reciprocidad, se determiné el modelo de evolucidn que se ajustara
meijor a los datos y la presencia o ausencia de sefial filogenética, entendida como presente
cuando las especies estrechamente relacionadas tienden a ser mas similares entre sf de lo
esperado por azar (Miinkemiiller et al. 2012). Con el programa R, mediante la funcién
fitContinuos del paquete “geiger” (Harmon et al. 2008), se compararon de acuerdo al criterio
de Akaike {AlCc) los modelos de movimiento Browniano (BM), Ornstein-Uhlenbeck (OU} y
evolucion acelerada-desacelerada (ACDC). El primero representa una divergencia gradual del
rasgo proporcional a la distancia filogenética, el segundo es un modelo de seleccién
estabilizadora en el cual [a divergencia del rasgo entre las especies es limitada y el tercero
asume que la evolucion del rasgo varia en el tiempo pudiendo presentar maximos de
divergencia. La sefial filogenética se evalué mediante los estadisticos A de Pagel (Page] 1999} y
K de Blomberg (Blomberg et al. 2003), con los paquetes de R “geiger” (Harmon et al. 2008} y
“picante” (Kembel et al. 2010) respectivamente. En ambos se asume un modelo de evolucion
BM donde el valor “0” indica independencia filogenética y el valor “1” indica que los rasgos se

distribuyen como se espera bajo el modelo BM. En el caso de A se estima si es
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significativamente distinto de “0” o de “1” mediante una prueba de razones de verosimilitud (-
2*Ln verosimilitudnula — Ln verosimilitudalternativa) que contrasta las verosimilitudes del A
obtenido con Ag y A;. En el caso de la K de Blomberg se obtiene un valor p basado en la varianza
filogenética al permutar las puntas (1000 repeticiones). En la mayoria de los casos, el limite
superior de A de Pagel es cercano a 1, mientras que para la K de Blomberg puede tomar valores
mds altos indicando mayor similitud del rasgo entre especies relacionadas de lo esperado bajo
BM (Blornberg et al. 2003). La estimacion de los caracteres ancestrales se realizd mediante el
paquete de R “ape” (Paradis et al. 2004) bajo modelo BM usando el método de méxima
verosimilitud. Se estimé en cada nodo un valor de indice de reciprocidad con su incerteza

asociada,

Polimorfismo estilar

De manera complementaria se guiso conocer el tipo de polimorfismo estilar ancestral del
grupo y la presencia de sefial filogenética del caracter. Se utilizaron las categorias de
polimorfismo estilar obtenidas previamente (andlisis de hercogamia, reciprocidad vy
solapamiento). Desde el &rbol de Inferencia Bayesiana se podaron los taxa dejando solo un
representante de cada especie. El arbol remanente mantuvo la topologia y el largo de rama de
la hipétesis filogenética. El trazado evolutivo del cardcter se hizo bajo los analisis de Parsimonia
y Maxima Verosimilitud utilizando el programa Mesquite versién 2.75 (Maddison & Maddison
2008). En méaxima verosimilitud se utilizé el criterio de Akaike para escoger entre tres modelos
de transicidn (tasas iguales, simétrico y todas las tasas diferentes). La evaluacién de la sefial
filogenética se hizo comparando la tasa de cambio observada con [a tasa de cambio resultante

de la permutacion aleatoria (10° permutaciones) de los estados del carcter en las puntas del




EXPRESION DEL POLIMORFISMO ESTILAR DEL CLADO OREOPOLUS-CRUCKSHANKSHA EN UN CONTEXTO FILOGENETICO 34

arbol. Para descartar la hipétesis nula de inexistencia de sefial filogenética, el valor p fue
calculado como a fraccién de los modelos permutados que tuvieron menor o igual tasa que los

datos observados,

Evolucion correlacionada entre el indice de reciprocidad y la altitud

Una ventaja del indice de reciprocidad (Sdnchez et al. 2008) es que, al corresponder a un valor
Unico para cada poblacion, puede ser correlacionado con otras caracteristicas del grupo que
también muestren variacién entre las poblaciones. En el contexto de distribucién de Oreopolus
y Cruckshanksia se quiso evaluar si es que existe una relacion entre la altitud a la cual habita
cada poblacién, con su grado de reciprocidad. La altitud fue medida en cada poblacién
colectada mediante un GPS Garmin modelo eTrex 30 y el grado de reciprocidad fue
contabilizado mediante el indice de reciprocidad (Sénchez et al. 2008). Se realizé una regresidn
lineal simple entre la altitud e indice de reciprocidad y también se calcularon los contrastes
filogenéticos independientes para evaluar la correlacidén sin el efecto de las relaciones
filogenéticas entre las poblaciones. Este dltimo andlisis se llevd a cabo en el programa
Mesquite versidn 2.75 (Maddison & Maddison 2009) mediante el paquete PDAP versién 1.16
(Midford et al. 2011). En primer lugar se evalué el supuesto de independencia entre el
contraste y los largos de ramas y luego se prosiguié a evaluar la evolucién correlacionada entre
ambos rasgos continuos mediante una regresién lineal simple de los contrastes estandarizados
y positivizados para cada rasgo. En este andlisis se utilizé el drbol de la hipétesis filogenética

reducido generado para la reconstruccion del indice de reciprocidad.




RESULTADOS

Reconstruccion filogenética

Se obtuvieron 563, 954 y 684 caracteres nucleotidicos para las regiones de 7S5, trnL y rpl32
respectivamente. En la aproximacion de Parsimonia, el andlisis realizado para rDNA (ITS5) se
hizo a partir de 101 caracteres informativos donde fueron evaluados 208 arboles y retenidos
100 con el mismo valor de parsimonia. El indice de consistencia fue 0,68; el de homoplasia 0,32
y el de retencion reescalado 0,53. Para el cpDNA (trnL+rpl32) se incluyeron 120 caracteres
informativos, donde se evaluaron 152 de los mejores drboles y se retuvieron 9. El fndice de
consistencia fue 0,93; el de homoplasia 0,07 y el de retencién reescalado 0,89. En los analisis
de Inferencia Bayesiana los modelos utilizados fueron; GTR++G en ITS5, GTR+G en trnk y GTR+l
en rpl32. Para los analisis conjuntos, de evidencla total y cpDNA todos los parametros fueron

estimados de manera independiente dentro de cada particion.

En los todos arboles obtenidos con Parsimonia e Inferencia Bayesiana, Oreopolus es
grupo hermano del clado monofilético conformado por [as siete especies de Cruckshanksia
(Fig. 6; Apéndice 3). En el drbol de evidencia total, Cruckshanksia se compone de dos linajes
principales. El primero de ellos (i) retine a C. verticillata, C. montiana, y C. pumila y el segundo
(I} a C. palmae, C. macrantha, C. hymenodon y C. lithiophila. El linaje | esta fuertemente ligado
al desierto costero {matorral desértico), mientras que el linaje 11 a la Cordillera de los Andes
{herbazal y matorral de altitud) (Fig. 7). Dentro del linaje | hay evidencia de dos grupos de taxa.

A pesar de que la separacién de ambos no presenta soporte, cada grupo en su interior si se

35
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encuentra apoyado. El linaje IA contiene poblaciones de C. montiana-norte y C. verticillata,
distribuidas al norte del Rio Huasco (Il Region) y el linaje 1B agrupa a las poblaciones de C.
montigna-sur ubicadas al sur del Rio Huasco (Ill y IV regidn) junto con las poblaciones de C,
pumila. La ubicacién latitudinal del Rio Huasco es entre los 28 y 29 °S (Figs. 6, 7).

En el linaje 1l se distinguen cuatro entidades apoyadas pero cuyas relaciones no se
encuentran soportadas: C. macrantha, C. palmae, C. hymenodon (del norte del Rio Huasco) y C.

lithiophila junto con C hymenodon {del sur del Rio Huasco) (Fig. 6).
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Figura 6. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana basado en evidencia total para ocho
especies de los géneros Oreopolus y Cruckshanksia. En los nodos se indican los valores de
credibilidad > 0,50. Los valores soportados (2 0,95) se muestra en rojo. El recuadro celeste
sefala al género Oreopolus, el amarillo al linaje | y el verde al linaje Il del género Cruckshanksia.
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Estimacion de los tiempos de divergencia

El andlisis realizado mediante los dos puntos de calibracion determindé que Oreopolus y
Cruckshanksia divergieron en el Mioceno medio aproximadamente a los 14,43 [7,47-25] ° Ma Y
que la separacion de los linajes | y 1i al interior de Cruckshanksia ocurrié en el limite entre el
Mioceno y el Plioceno a rededor de 5,4 [2,97-9,21] Ma (Fig. 7). La separacion entre los clados
Faramea-Coussarea y Oreopolus-Cruckshanksia habria ocurrido en la primera mitad del Eoceno
a los 47,61 [39,2-60,1] Ma. Esta fecha es coherente con la datacién de un estudio realizado en
otro género donde se utilizd Cruckshanksia (Huang et al. 2013), pero no es posible asumir que
corresponda al origen del clado, ya que las relaciones al interior de la tribu Coussareeae atin no
han sido descifradas (Bremer & Eriksson 2009).

Los tiempos de divergencia estimados a partir del andlisis calibrado mediante tasas de
sustitucion son bastante congruentes con los estimados a partir de los dos puntos de
calibracién (Apéndice 4). La mayor diferencia se manifesté en los nodos que fueron utilizados
para calibrar la divergencia de Faramea y Coussarea (24,88 [16,06-35,35] Ma) y la separacion
entre la tribu Coussareeae y su grupo hermano (85,92 [54,95-120,22] Ma)). Por el contrario, la
divergencia de los clados Faramea-Coussarea y Oreopa{us—Cruckshanksia (47,73 [33,03-64,66]
Ma) junto con la divisién de los linajes | y Il de Cruckshanksia (5,88 [3,35-7,1] Ma) fue
practicamente igual al primer analisis. Por su parte, la divergencia entre los géneros Oreopolus
y Cruckshanksia (10,01 {6,53-14,49] Ma) resulté ligeramente inferior (cerca de 4,4 Ma mas
reciente) pero se mantuvo dentro de la misma época (Mioceno tardio) y sus intervalos de

credibilidad sobreponen sus rangos de estimacién.

£ intervalo de tiempo correspondiente a cada datacién se denomina 95 % HDP {“mayor densidad
posterior”). Es un intervalo de credibilidad Bayesiana. Significa que la probabilidad posterior de que la
fecha estimada se encuentre dentro del rango de tiempo sefialado es del 95 %.
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Figura 8. Estimacion de los tiempos de divergencia en el clado Oreopolus-Cruckshanksia

mediante dos puntos de calibracién. La estrella roja indica el fésil empleado y la estrella verde

la calibracién secundaria. El valor del nodo corresponde al tiempo estimado y las bandas azules

al intervalo de credibilidad (95% HDP).

Sistema reproductivo en Oreopolus y Cruckshanksia

Morfos florales e isopletia

En todas las poblaciones estudiadas se encontraron morfos Ly B (Fig. 8) y la mayoria de

las poblaciones presenté isopletia (Tabla 1). Hubo solo dos excepciones (pobs. anisopléticas),

una poblaciéon de C. macrantha (P16) y una de O. glacialis (P10). Ambas mostraron una

desviacién hacia el morfo L. Sin embargo, en las dos especies se cuenta con una segunda

poblacidn isoplética, indicando que la desviacion no es una caracteristica general de estas
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especies. Posiblemente el resultado en P16 de C. macrantha se deba a su pequefio tamafio

poblacional.

Tabla 1. Proporcién de individuos L y B en poblaciones de las diferentes especies de

Cruckshanksia y en Oreopolus glacialis.

. .. , Lo Proporcion Morfo Valor
Especie Poblacién Ntmero total individuos — —
Longiestilo  Breviestilo P
Pl 583 0,47 0,53 0,14
P2 780 0,50 0,50 0,97
C. montiana-sur pe™ 426 0,48 0,52 0,53
p7m 373 0,51 0,49 0,84
P8 340 0,51 0,49 0,79
C. montiana-norte P5 477 0,49 0,51 0,58
- P3 1009 0,52 0,48 0,13
C. verticiflata
P4 299 0,47 0,53 0,30
C. lithiophila P12 o8 0,54 0,46 0,48
P15 140 0,55 0,45 0,27
C. hymenodon
P21 86 0,50 0,50 1
p17sm 126 0,50 0,50 1
C. palmae P18 130 0,57 0,43 0,14
P20 264 0,50 0,50 0,95
P16 39 0,69 0,31 0,03*
C. macrantha
P19 69 0,52 0,48 0,81
P10 227 0,57 0,43 0,03*
O. glacialis
P11 235 0,51 0,49 0,79

* P < 0,05 para test de x2 Indica poblaciones que se desvian de la isopletia. ** indica las

poblaciones que no fueron usadas en la medicién de rasgos.

Al ordenar de manera creciente la altura de la antera y el estigma de cada uno de los
individuos medidos en una poblacién (Fig. 8) se puede apreciar que todas las poblaciones
presentan los dos morfos florales, es decir, individuos con el estigma bajo el nivel de las anteras

(B) e individuos con las anteras sobre el nivel del estigma (L). En la mayorfa de los casos ambos
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morfos se encuentran agrupados segun la altura del estigma. Donde individuos de estigmas
mas pequeiios corresponden al morfo breviestilo e individuos con estigmas de mayor tamafio
al longiestilo. Sin embargo, este patron no se cumple de manera perfecta en todos los casos.
Por ejemplo, en ambas poblaciones de C. macrantha resulta evidente que no hay un rango de
altura exclusivo para cada morfo. Ademds, se observa que la distancia estigma-antera no es
equivalente entre morfos para todos los casos. En las poblaciones P10, P20 y P12 (Fig. 8), se ve

claramente que la distancia entre ambos érganos es mayor en el morfo B que en el morfo L.

Rasgos florales

Los rasgos que definen la hercogamia reciproca son la altura de [as anteras y la altura del
estigma de una flor. En las especies estudiadas ambos caracteres muestran diferencia
estadistica entre morfos para todas las poblaciones (Tabla 2}, siendo més mayores las anteras
en el morfo B y el estigma en el morfo L. La distancia estigma-antera (hercogamia) también
mostro diferencia estadistica en la mayoria de las poblaciones. Es decir, varias especies no
presentan hercogamia reciproca perfecta. Las Unicas excepciones fueron C. verticiflata y las
poblaciones P8 de C. montiana-sur y P5 de C. montiana-norte. Si bien la desviacidn de la
hercogamia reciproca es bastante pequefia en algunos casos (C. hymenodon y P19 de C.
macrantha), es muy notable en las poblaciones de O. glacialis, C. lithophila y C. palmae (Tabla

2).

La falta de hercogamia reciproca en todos los casos se debe a una mayor distancia
estigma-antera en el morfo B que en el morfo L. Ademas, cuando hay ausencia de hercogamia

reciproca perfecta, queda en evidencia (P10, P11 y P12} que la diferencia entre morfos en
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cuanto a la altura de las anteras es menor que la diferencia entre morfos en cuanto a la altura
de los estigmas (Tabla 2).

Con respecto a otros rasgos florales asociados con la hercogamia {Tabla 2), se observa
que para el tamafio promedio de estigmas y anteras la tendencia general es gue las anteras son
mas grandes en el morfo B para todas las poblaciones, por el contrario el estigma presenta un
mayor tamaiio en flores del morfo L. El tamafio de las anteras muestra diferencia significativa
entre morfos en todas las especies, no asf el tamafio del estigma donde no hubo diferencias
significativas para las poblaciones de O. glacialis, C. macrantha y C. lithiophila. En cuanto al
largo y ancho del tubo floral (Tabla 2) hubo diferencias estadisticas en algunos casos pero
nunca en la totalidad de las poblaciones de una determinada especie. Para los rasgos asociados
al I6bulo de la corocla (drea y relacion perimetrofédrea del pétalo), se obtuvo diferencia
estadistica entre morfos en la mayorfa de las especies a excepcion de 0. glacialis y C.
macrantha. En todos los casos el area del pétalo resulté mayor en el morfo B y la relacién
perimetro/area en L. Es decir, que las flores del morfo B exhiben I6bulos del céliz mds grandes y

redondeados que las flores de! morfo L.
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Figura 9. Diagrama de altura. De cada flor se grafica la altura de anteras y estigmas ordenadas
segun la altura del estigma para todas las poblaciones medidas. Los tridngulos celestes indican

la altura del estigma y los circulos rojos la altura de la antera.
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Reciprocidad

Al considerar el indice de reciprocidad para cada nivel de verticilo (Fig. 9; Tabla 3) se observa
que la variacién de la reciprocidad es notable en el nivel inferior, y reducida en el nivel
superior. Existe una reciprocidad similar para ambos niveles en el grupo de poblaciones de C.
montiana-sur, C. verticillata y C. hymenodon. Al analizar la reciprocidad mediante un valor
unico para cada poblacién (Fig. 10; Tabla 3) se obtiene que O. glacialis y C. lithiophila son las
especies menos reciprocas y C. montiana y C. verticillata las especies con mayor reciprocidad
(valor del indice mas cercano a cero). En un grado menor C. hymenodon y las poblaciones P18 y
P19 de C. macrantha y C. palmae también serian altamente reciprocas. Con respecto a C.
palmae y C. macrantha se observa que el pardmetro varia a nivel intraespecifico ya que difiere

entre poblaciones.
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B C. montiana-sur
B C. verticillata

Figura 11. indice de reciprocidad (Sanchez et al. 2008, 2013). Valor Unico para cada poblacién

W C. palmae
¥ C. macrantha

C. montiana-norte
C. hymenodon

Tl m

P2 P18 P19 P15 P5 P21 P16 P17 P12 P10 P11 P20

C. lithiophila
B 0. glacialis

ordenado de manera creciente. Cada especie se encuentra representada por un color.

Tabla 3. indice de reciprocidad para cada poblacién. Se sefiala tanto el valor total como el de

cada nivel de verticilo (Sanchez et al. 2008, 2013). El valor cero indica la maxima reciprocidad.

indice Richards & Koptur (1993) modificado

indice de Reciprocidad

Especie Poblacion . . . .
Nivel Inferior Nivel Superior (Sénchez et al. 2008, 2013)
. P2 0,103 0,106 0,11

C. montiana-sur

P8 0,084 0,102 0,09
C. montiana-norte P5 0,110 0,135 0,17
C. verticillata P3 0,093 0,103 0,11

P15 0,128 0,130 0,17
C. hymenodon

P21 0,134 0,133 0,18
C. lithiophila P12 0,241 0,129 0,32

P17 0,221 0,110 0,25
C. palmae P18 0,137 0,110 0,15

P20 0,327 0,125 0,40

P19 0,143 0,109 0,17
C. macrantha

P16 0,190 0,100 0,21

P11 0,239 0,156 0,38
Oreopolus

P10 0,291 0,135 0,38
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El andlisis de reciprocidad mediante correspondencia espacial (Lau & Bosque 2003), permite
indagar en la posible eficacta reproductiva de la distancia estigma-antera (hercogamia), a través
de la posibilidad que tiene cada poblacion de promover la transferencia de polen entre
individuos de diferentes morfos considerando las distintas posibilidades de cruce. Cuando la
transferencia de polen ocurre dentro del nivel inferior o dentro del nivel superior se habla de
cruce legitimo, y cuando ocurre entre estructuras reproductivas del mismo morfo se habla de
cruce ilegitimo (Darwin 1877).

El solapamiento entre estructuras reproductivas {Tabla 4) muestra que para el cruce
legftimo dentro del nivel superior todas las poblaciones a excepcién de P10 y P16 tienen mas
del 70% de las estructuras reproductivas involucradas en una posibilidad de cruce. En el nivel
inferior no sucede lo mismo, los porcentajes son mayores al 70% solo en C. verticillata yC
montiana-norte. En C. montiana-sur y P19 de C. macrantha los valores también son altos, ya
que se encuentran cercanos o sobre el 60%; para C. hymenodon los porcentajes se acercan al
50%. En el resto de las poblaciones los valores del nivel inferior disminuyen, siendo extremo en
P20 de C. palmae donde menos del 10% de los érganos del nivel presentan algtin grado de
solapamiento. Al observar las dreas de distribucin en los graficos de las distintas poblaciones
(Fig. 11), el nivel inferior muestra una tendencia a desacoplarse en muchos de los casos, a
diferencia del nivel superior donde las dreas de las estructuras reproductivas reciprocas
involucradas mantienen un grado de solapamiento en todas las poblaciones.

Con respecto al cruce ilegitimo, las poblaciones de C. montiang y C. verticillata no
sobrepasan el 15% en ninguno de los dos morfos. En el resto de los casos se observa un

aumento substancial para el solapamiento en el morfo L, superando incluso el 50% en P16 de C,
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macrantha. En el morfo B no sucede lo mismo ya que solo en una poblacién es mayor al 30%
(P19 de C. macrantha).

Al comparar los cruces legitimo e ilegitimo encontramos que existen pobiaciones donde
el cruce ilegitimo para el morfo longiestilo alcanza niveles lo suficientemente altos COmMo para
igualar o superar el porcentaje de cruce legitimo de su correspondiente nivel inferior. Esto
revela que en estas poblaciones el polen de las anteras del morfo L tendria més probabilidades,
segun su posicidn, de cruzarse con un estigma del mismo morfo que con estigmas del morfo
opuesto. En estos casos, donde el desacople del nivel inferior es importante, se observa
ademds, que el drea de distribucién del estigma del morfo B pierde las posibilidades de
cruzarse tanto con su propio morfo como con su morfo opuesto {ej. P20; Fig. 11).

De manera anexa se evalud el nivel de solapamiento entre las anteras de ambos morfos
para analizar si hay poblaciones que muestren una tendencia al dimorfismo estilar (dos morfos
con diferente nivel de estigma pero un mismo nivel de anteras (Lloyd & Webb 1992)). El
solapamiento de las anteras en varias poblaciones supera el 40% y en 0. glacialis se encuentra

entorno al 50% (Tabla 4).
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Figura 12. Correspondencia espacial de organos reproductivos para todas las especies y
poblaciones. Cruce legitimo en solapamiento de las dreas rojo-verde (nivel superior) y azul-

naranja (nivel inferior).
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Figura 12. (Continuacion).
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Determinacion del polimorfismo estilar

Con el fin de simplificar los resultados obtenidos en las mediciones de hercogamia vy
reciprocidad, se categorizé el polimorfismo estilar segtin el criterio de (Ferrero et al. 2011)

(Tabla 5).

Es importante destacar que solo en las poblaciones P11, P19 y P12 se encontrd diferencia
significativa del tamafio del ovario entre morfos. La diferencia fue muy pequefia, del orden de

0,1 mm y reafirmo la categorizacion realizada.

» Diestilia {hercogamia reciproca): C. montiana (sur y norte}, C. verticillata y C.
hymenodon. En estas especies el valor promedio de sus estructuras se solapd para
ambos niveles de verticilo en todas sus poblaciones (Fig. 12). Ademas, las poblaciones
presentan o se acercan bastante a la hercogamia reciproca perfecta (Tabla 2) junto con

ser las especies con mayor reciprocidad seguin el indice {Figs. 9 y 10, Tabla 3).

* Dimorfismo estilar: O. glacialis. En ambas poblaciones el valor promedio de sus
estructuras no se sobrepuso para ninguno de los niveles de verticilo (Fig. 12). Ademds,
mostraron una alta diferencia de hercogamia (distancia estigma-antera) entre morfos
(Tabla 2} junto con una baja reciprocidad (Figs. 9 y 10, Tabla 3), indices en el rango de
dimorfismo estilar (Ferrero et al. 2009; Haddadchi 2012). A pesar de que se observa
una pequefia diferencia entre anteras de ambos morfos™, es radicalmente menor que
la diferencia entre estigmas. Asimismo, el solapamiento de la distribucién de anteras L

y B es el mas alto del grupo estudiado (Fig. 11).

" £n la definicién cldsica de dimorfismo estilar se contempla un dnico nivel de anteras {Lioyd & Webb 19932)
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Polimorfismo mixto: C. macrantha, C. palmae y C. lithiophila. En estas especies el valor
promedio de sus estructuras se scbrepuso solo para el nivel superior en todas sus
poblaciones {excepto para P19, ver a continuacion) (Fig. 12). Situacidn que es posible
apreciar también en el solapamiento de sus distribuciones (Fig. 11). Con respecto a la
hercogamia (distancia estigma-antera) y la reciprocidad, en C. /ithiophila se observé
una diferencia importante de hercogamia entre morfos (Tabla 2) y una baja
reciprocidad, principalmente en el nivel inferior (Figs. 9 y 10, Tabla 3). Distinto a las
demds especies, las poblaciones de C. macrantha y C. palmge presentan una
hercogamia y reciprocidad variable entre ellas, situacién que también justifica su

categoria de polimorfismo mixto.

En el caso particular de C. macrantha, la poblacidn P19 queda dentro del
criterio de diestilia al utilizar el andlisis de sobreposicién de estructuras con los valores
promedio de sus medidas. Ante esta diferencta entre sus poblaciones, se considerd el
resto de los andlisis de reciprocidad y se decidié asignar a C. macrantha la categoria de
polimorfismo mixto. En particular, en el andlisis de correspondencia espacial {Fig. 12) se
observa claramente que la distribucion de sus estructuras es amplia y no precisa para
ambos niveles como sucede en las especies con diestilia. Frente a la situacion de
variabilidad entre poblaciones de una misma especie, Ferrero et al. {2011) asigna a tal
especie la categoria que se repita en la mayor cantidad de sus poblaciones. En nuestro
caso no se pudo utilizar aquel criterio ya que solo hubo dos poblaciones de C.

macrantha.
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Tabla 5. Resumen de resultados de hercogamia, reciprocidad y tipo de polimorfismo floral. El
color de las celdas indica el grado de correspondencia entre estructuras complementarias de
acuerdo a cada analisis realizado. Rojo, verde y azul; alta, intermedia y baja correspondencia

respectivamente.

Reciprocidad  Hercogamia (mm) Solapamiento  Solapamiento  Polimorfismo

indice Morfo B Morfo L % promedio estilar

C. montiana (P8) 0,09 40+12 = 39:09  NB>>L NA-NB Diestilia

C. verticillata (P3) 0,11 39+11 = 3.7:07 NB>> L NA-NB Diestilia

C. montiana (P2) 0,11 47+15 # 3.6:08 NB>> L NA-NB Diestilia
C. palmae (P18) 0,15 73+27 # 43:13 NB 2L NA D. est. Int.

C. verticillata (P5) 0,17 44+23 = 42112 NB>> L NA-NB Diestilia
C. macrantha (P19) 0,17 63+33 = 44:17 NB =L NA-NB D. est. Int.

C. hymenodon (P15) 0,17 43+15 =2 3.5*10 NB>>L NA-NB Diestilia

C. hymenodon (P21) 0,18 6.0+16 = 53x11 NB> L NA-NB Diestilia
C. macrantha (P16) 0,21 73+20 # 3.6:17 NB<L NA D. est. Int.
C. palmae (P17) 0,25 98+29 # 45219 NB <L NA D. est. Int.
C. lihiophila (P12) 0,32 6.7+18 # 3.0:x08 NB<L NA D. est. Int.
0. glacialis (P10) 0,38 99+17 # 4721 NB< L NO D. estilar
0. glacialis (P11) 0,38 78+26 # 4.8:£22 NBzL NO D. estilar
C. palmae (P20) 0,40 11.9+26 # 3.9:17 NB<<L NA D. est. Int.

Hercogamia: (¢) p =2 0,05; (¢) p 2 0,01; (*) p < 0,01. % Solapamiento (Lau & Bosque 2003): (*)
cruce legitimo del nivel inferior supera al cruce ilegitimo del morfo L; (*) cruce legitimo del nivel
inferior supera o iguala al cruce ilegitimo del morfo L; (*) crece ilegitimo del morfo L supera al
cruce legitimo del nivel inferior. indice de reciprocidad (Sanchez et al. 2008, 2013): (*) Rep. <
0,2; (*) 0,2 < Rep. > 0,35; () Rep. > 0,35. Solapamiento promedio (Ferrero et al. 2011); (¢)
sobreposicion en ambos niveles de verticilo; (*) sobreposicion en nivel superior, desacople en
nivel inferior; (*) desacople en ambos niveles de verticilo.. Polimorfismo estilar; (*) Diestilia; (*)

Dimorfismo estilar; (*) Polimorfismo mixto.
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P2 C. montiana-sur

1 mm

P8 C. montiana-sur

B

\.) \) T mm

Figura 13. Dibujos a escala real basados en los valores promedio de la medicion de rasgos

florales. Se muestran todas las especies y poblaciones medidas.
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P3 C verticillata

P5 C. montiana-norte

Figura 13. (Continuacion).
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P15 C. hymenodon

O

P21 C. hymenodon

B

\

b U 1Tnm

Figura 13. (Continuacion).
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P12 C. lithiophila

P20 C. palmae

U U IFm

Figura 13. (Continuacion).
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P17 C. palmae

@) @) mm

P18 C. palmae
B L

Figura 13. (Continuacion).
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P19 C. macrantha

Figura 13. (Continuacion).
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P10 O. glacialis

U L) l:m

P11 O. glacialis

U U 1Tnm

Figura 13. (Continuacion).
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Presentacidn secundaria de polen

Con respecto a la elongacion del estilo posterior a la antesis de la flor, en primera instancia, se
constatd que los estigmas de flores de antesis reciente se encontraban a una altura muy similar
que estigmas de flores abiertas hace mds tiempo. Ademads, al abrir botones maduros
manualmente nos encontramos ya con una marcada distancia estigma-antera (hercogamia)

(Fig. 13).

Los seguimientos de desarrollo floral a partir de inflorescencias fijadas permiten
visualizar la probabilidad de contacto entre anteras y estigmas de manera sincronica con la
dehiscencia de las anteras {Fig. 14). Se observa que las estructuras sexuales dentro de la flor
comienzan a distanciarse fisicamente desde un estadio temprano, cuando el tubo de la corola
ha alcanzado aproximadamente un tercio de su tamafo total. También se percibe que la
hercogamia en el morfo L se establece mas temprano que en el morfo B, incluso se observan
varios casos donde flores B en estadios tempranos presentan una hercogamia positiva (P1, P3,
P15 y P19), es decir que sus estigmas estarian sobrepasando las anteras a pesar de pertenecer

a individuos B®.

Debido a la tendencia de aumentar la hercogamia a medida que se desarrolla la flor, el
contacto entre ambas estructuras reproductivas ocurre en botones muy pequefios, etapa
donde las anteras atin no han liberado polen. No obstante, en algunas poblaciones se registro
solapamiento entre anteras y estigmas dentro de una misma flor para flores grandes, en
coincidencia con anteras que ya han liberado polen. Dichas flores pertenecen por o general 2

individuos de poblaciones particulares donde se constatd previamente una baja distancia

2 En estos casos se recurrid a las fotos originales y se confirmé que los individuos de la inflorescencia
completa presentan una hercogamia pequefia extendida en todas sus flores.




EXPRESION DEL POLIMORFISMQ ESTILAR DEL CLADO OREOPOLUS-CAUCKSHANKSIA EN UN CONTEXTO EILOGENETICO 66

estigma-antera (hercogamia} en el morfo L (P19, P20, P12 y P10). Aln en estos casos, la mayor
cantidad de registros corresponde a flores ya abiertas. Tomando en cuenta todas las
situaciones, las flores candidatas a presentar PSP {es decir morfo longiestilo con contacto entre
anteras dehiscentes y estigmas de la misma flor) se encontraron en cinco especies siempre en
muy bajos porcentajes: O. glacialis (P10): 3,32%; C. palmae (P20): 2,09%; C. macrantha (P19):
1,17%; C. hymenodon (P15): 0,83% y C. lithiophila {P12): 0,71% (los porcentajes se calcularon
respecto al total de flores longiestilo estudiadas). Comparando este resultado con el andlisis de
rasgos florales, se observa una clara asociacién entre la posibilidad de PSP y la falta de
hercogamia recfproca. De hecho las Gnicas especies que no mostraron ninguna flor candidata a
PSP fueron justamente las que exhiben mayor reciprocidad en ambos niveles {C. montiana y C.

verticillata).

(@),

Figura 14. Esquema del desarrollo de un yema de Oreopolus-Cruckshanksia. El estigma se
muestra bifido desde el inicio y el estilo elonga hasta su altura méxima antes de la apertura de

la flor. Las anteras liberan el polen después de la antesis.
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Figura 15. Diagrama para evaluar la existencia de presentacion secundaria de polen (PSP).

Se indica el contacto entre estigma y anteras de la misma flor y la dehiscencia de las

anteras.
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Reconstruccion del sistema reproductivo

Indice de reciprocidad

El modelo evolutivo que mejor se ajustd a los datos fue el de movimiento Browniano (BM). Es
decir, que la variacién del indice de reciprocidad encontrada entre los taxa muestra una
tendencia a ser proporcional al largo de rama y constante en el tiempo. El valor de A de Pagel
fue 0,7 indicando algun grado de sefial filogenética. Los valores p para la comparacion de las
verosimilitudes entre los distintos A no mostraron diferencia significativa con Ay (P = 0,12) ni
tampoco con A; (P = 0,7). Este resultado podria deberse a la pérdida de poder estadistico
asociado a filogenias con un bajo nimero de taxa (<30) (Freckleton et al. 2002). En base a lo
anterior se midio la sefial filogenética de manera adicional con la K de Blomberg, arrojando un
valor de K= 0,7 (p = 0,023). Se concluye que hay una moderada sefial filogenética, pero menor

a la esperada segtin el modelo BM.

La reconstruccién del indice de reciprocidad muestra que el estado ancestral del grupo
corresponderfa a un valor de reciprocidad intermedia-baja (0,25), similar a lo que se observa
actualmente en P17 de C. palmae. En el clado | de Cruckshanksia, que agrupa a las especies
costeras C. montiana y C. verticillata, se observa que desde el estado ancestral hay un aumento
de la reciprocidad {menores valores del indice); esto sugiere que C. pumila (ausente en este
analisis), podria ser también una especie reciproca. Por su parte la tendencia del género
Oreopolus es hacia disminuir [a reciprocidad. Distinto ocurre en el linaje 1l de Cruckshanksia
donde se observa que el indice de reciprocidad muestra dos reversiones importantes en C.
lithiophila y C. palmae observindose, ademas, variacion entre las poblaciones de esta ultima

especie (Fig. 15).
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Figura 16. Reconstruccion ancestral del indice de reciprocidad del clado Oreopolus-
Cruckshanksia bajo el criterio de Maxima Verosimilitud sobre la topologia de evidencia total
reducida. La mayor reciprocidad (menor valor del indice), se indica con tonalidades célidas

(rojo) y la menor reciprocidad (mayor valor del indice), se indica con tonalidades frias (azul).
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Polimorfismo estilar

Se realizé el trazado evolutivo con las tres categorias de polimorfismo estilar establecidas sobre
la topologia de evidencia total resumida, tanto para Parsimonia como para Maxima
Verosimilitud y variando la categorfa det clado . hymenodon - C. lithiophila (diestilia (C.
hymenodon) o polimorfismo mixto (C. /ithiophila)). El andlisis de ambas aproximaciones
determiné que el ancestro del clado Oreopolus-Cruckshanksia es ambiguo, es decir, podria
haber presentado diestilia, dimorfismo estilar o polimorfismo mixto. El estado ancestral del
linaje 1 serla diestilia y del linaje 1l diestifia o polimorfismo mixto dependiendo de la especie
utilizada para la dupla C. hymenodon - C. lithiophila (Fig. 16). La evaluacion de la sefal
filogenética en la reconstruccion de Méxima Verosimilitud bajo un modelo de un pardmetro
con tasas de transicién iguales indicd que hay presencia de sefial filogenética. Se encontré el
mismo resultado tanto en la reconstruccidn de diestilia (P = 0,028) como de polimorfismo mixto

(P = 0,014) para el clado C. hymenodon - C. lithiophila.
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Evolucion correlacionada entre el indice de reciprocidad y la altitud

Se evalud si cambios en el grado de reciprocidad se asocian a cambios de altitud entre
poblaciones. La regresién lineal simple de los datos muestra una tendencia a que al aumentar
la altitud también aumente el indice de reciprocidad (pendiente = 410> R® = 0,32; P = 0,035),
es decir, que las poblaciones mas reciprocas se encuentran en tierras bajas y las menos
reciprocas en la alta cordillera (Figura 15 A). Por el contrario, el andlisis de contrastes
independientes indica que no hay correlacién entre la altitud y el grado de reciprocidad (R* =
0,007; P = 0,78) (Figura 15 B). Ambos resultados sugieren que los rasgos son filogenéticamente

dependientes y que la correlacién simple observada serfa reflejo de la leve sefial filogenética.
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Figura 18. Regresion lineal simple entre altitud y grado de reciprocidad. A) Correlacion del

indice de reciprocidad en funcidon de la altitud de las poblaciones. B) Correlacion de los

contrastes filogenéticos del indice de reciprocidad en funcién de los contrastes de la altitud.




DiscusIiON

El objetivo principal de esta tesis fue indagar sobre la expresion del polimorfismo estilar en el
clado Oreopolus-Cruckshanksia (Rubiaceae, Rubioideae y Coussareae), endémico de Chile y
Argentina, y trazar su evolucién en un contexto filogenético. Para llevar a cabo este objetivo,
nos propusimos como meta previa esclarecer la relacién evolutiva entre los géneros del clado
junto con las afinidades de las especies dentro éste con el fin de establecer si es legitimé

estudiar ambos géneros en conjunto.

Reconstruccion filogenética del clado Oreopolus-Cruckshanksia

Como se indicé en la introduccion, el reconocimiento de Cruckshanksia y Oreopolus como
géneros distintos ha sido ampliamente debatido por parte de los taxdnomos durante casi dos
siglos. Profundizando en esta problemdtica el género Cruckshanksia fue descrito el afio 1833
por William J. Hooker y George Arnott W. en honor al botdnico inglés Alejandro Cruckshanks
{Hooker 1833; Gunckel 1982). Afios después, en 1856, el botanico aleman Diederich von
Schlechtendal crea al género Oreopofus compuesto por O. citrinus Schitdl. descrito a partir de
una ldmina de C. glacialis Poepp. et Endl. (Schlechtendal 1856). En 1873, Bentham y Hooker
aceptan al género Oreopolus como monotipico para C. glacialis, sin hacer la sinonimia entre
ambos {Bentham & Hooker 1873). Federico Philippi en el afio 1881, conserva como sindnimos a
O. citrinus y a C. glacialis (Philippi 1881). En 1891, Schumann los considera a ambos como un
solo género, sumergiendo a Oreopolus en Cruckshanksia (Schumann 1891). Posteriormente

Carlos Reiche en 1902, reconoce Gnicamente al género Cruckshanksia pero lo divide en dos

74
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subgéneros, Oreopolus y Eu-Cruckshanksia cuya distincién es la presencia o ausencia de céliz
petaloide (apéndice del I6bulo del cdliz similar a un pétalo) (Reiche 1902). En 1963 Ricardi
rehabilita al género Oreopolus para agrupar las tres especies andinas (0. glacialis Poepp, O.
paima (Clos) Ricardi y O. macranthus (Phil.) Ricardi), basandose en el desarrollo del céliz
petaloide, estipulas, fruto y hébitat. El mismo afio Ricardi & Quezada (1963) revisan el género
Cruckshanksia reconociendo siete especies y una variedad (C. /ithiophila Ricardi, C. hymenodon
Hook. & Arn., C. hymenodon var. Bustillosii (Phil.} Ricardi et Quezada, C. tripartita Phil., C.
montiana Clos, C. capitata Phil., C. verticillata Phil. y C. pumila Clos). Por tltimo Taylor {1996)
realiza la monografia vigente de los dos géneros, aceptando al igual que Ricardi (1963), la
existencia de ambos, pero asignando las especies entre ellos de manera distinta. Considera al
género Oreopolus como monotipico, compuesto solo por O. glacialis con el argumento de que
el Gnico cardcter que tienen en comtin las tres especies de Oreopolus propuestas por Ricardi
seria la ausencia del cdliz petaloide. Por su parte Taylor (1996) reconoce siete especies en
Cruckshanksia (C. palmae Clos, C. macrantha Phil, C. lithiophila, C. pumila, C. hymenaodon, C.
montiana y C. verticillata), renombrando a O. paima y O. macranthus, y sinonimizando a

algunas especies reconocidas previamente por Ricardi {1963).

Los resultados obtenidos a partir de la reconstruccién filogenética molecular basada en
tres regiones de DNA, donde se incluyd informacién nuclear y plastidial, confirman que O.
glacialis es grupo hermano de un clado monofilético conformado por todas las especies
actualmente reconocidas en Cruckshanksia. De este modo, nuestros resultados apoyan
fuertemente la tesis de Taylor (1996}, al mostrar que C. macrantha y C. paimae, especies

asignadas a Oreopolus por Ricardi (1963), son filogenéticamente mds cercanas al resto de las

especies de Cruckshanksia que a O. glacialis, reforzando por otro lado el cardcter monotipico
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de este Ultimo. En consecuencia, cuando se trata del cdliz, la sinapomorfia del género
Cruckshanksia no corresponderfa a la presencia o ausencia de cdliz de tipo petaloide como
propuso Ricardi (1963), sino que a l6bulos del cdliz acrecentados (Taylor 1996). Hay que
destacar que la presencia de l6bulos en el cdliz es muy caracteristico de la familia Rubiaceae,
apareciendo en muchas de sus tribus y géneros. Se le ha otorgado cierto valor en la
identificacién de géneros y especies que lo presentan, destacando mas que su forma, su
presencia desigual en la flor (Verdcourt 1958). Al igual que en Cruckshanksia, los géneros
Mussaenda y Pentas contienen especies con lébulos iguales y desiguales, siendo una
caracteristica que puede variar incluso dentro de una misma inflorescencia (Puff 1988), como
ha sido visto en C. hymenodon (Ricardi & Quezada 1963).

Para el propdsito de nuestro estudio mas que si son uno o dos géneros, lo relevante es
que QOreopolus y Cruckshanksia son grupos hermanos y forman un grupo monofilético bien
definido dentro de la tribu (ver Apéndice 5 para una discusién mas profunda sobre [as

relaciones al interior del género Cruckshanksia).

Sistema de reproduccion y su evolucion

Taylor (1966) propuso que los estilos del morfo L elongan posterior a dehiscencta de las
anteras, movilizando el polen hacia fuera del tubo de la corola a una posicién expuesta y mds
accesible para ser recogido por polinizadores como ocurre mayoritariamente en el mecanismo
de polinizacion “ixoroide” (PSP} de la subfamilia Ixoroideae, grupo que no se caracteriza por
presentar diestilia. En la subfamilia Rubiodeae, a la cual pertenece el clade Orecpolus-

Cruckshanksia, solo se ha descrito PSP en una especie perteneciente al género monotipico,

Phuopsis (Yeo 1993). En esta especie los estilos elongan rapidamente luego de la antesis (Puff
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& Robbrecht 1996). De esta manera los estigmas recogen el polen liberado con anterioridad. St
bien P. stylosa presenta hercogamia de aproximacién en sus flores adultas, no es heterostilica.

Nuestros resultados permiten rechazar con bastante confianza la existencia de PSP en
el clado Oreopolus-Cruckshanksia, al haber descartado la elongacion del estilo posterior a la
dehiscencia de las anteras y antesis en el morfo L. Tomando en cuenta a géneros diestilicos de
la familia Rubiaceae, se ha descrito afinidad a PSP en los géneros Tricalysia (Ixoroideae) y
Pauridiantha {Rubiodeae) (Robbrecht 1988; Yeo 1993; Puff & Robbrecht 1996). En P. ofzelii se
encontrd que el extremo superior del estilo del morfo L recibfa granos de polen en estado de
yema (Puff & Robbrecht 1996). En Tricalysia, hay observaciones similares (Puff & Robbrecht
1996). Sin embargo, segln Inouye et al. {(1994) estos casos no corresponden a PSP en sentido
estricto sino que a “transferencia secundaria de polen” {TSP). Se diferencia de PSP en que no es
una adaptacién que mejora el traspaso del polen al polinizador, si no que representarfa una
descarga de polen accidental desde las anteras a otro lugar de la flor. Usando la definicién
estricta de PSP, concluimos su ausencia en clado Oreopolus-Cruckshanksia. Por lo tanto, este
clado no seria un ejemplo de polinizacidn “ixoroide” asociada a diestilia como propuso Taylor
(1996). A lo sumo, podriamos atribuir presencia de TSP en proporciones muy pequefias de
individuos L en algunas especies del clado. Con respecto a la propuesta inicial de Taylor (1996)
de presencia de PSP en Cruckshanksia, inferimos que podria corresponder a la liberacion precoz
de polen desde las anteras al momento de prensar el material. Esto debido a que la propuesta

de la autora se basa en cbservaciones de muestras herborizadas.

Con respecto a la expresién del polimorfismo estilar, el estudio cuantitativo que se

realizé en la presente tesis revelé una sorprendente variacion dentro del clado. Los resultados

hos permitieron constatar la presencia de: diestilia (hercogamia reciproca), polimorfismo mixto
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y dimorfismo estilar. Si bien algunas especies presentaron hercogamia reciproca perfecta, en
otras la distancia estigma-antera fue considerablemente diferente entre morfos. Estas
poblaciones se caracterizan por presentar una hercogamia menor en el morfo L que en el
morfo B, una mayor diferencia en la altura de estigmas que anteras y una tendencia clara a
mantener reciproco el nivel superior y desacoplar el nivel inferior. En O. glacialis también se
alcanza a desacoplar estrechamente el nivel superior, razén por la cual es considerada la tnica
especie del clado con dimorfismo estilar. Ejemplos similares al nuestro donde Ia reciprocidad se
conserva en el nivel superior se han descrito en especies de Primula (Kalman et al. 2007; Keller
et al. 2012) y Narsissus {Baker et al. 2000a; Cesaro et al. 2004). También se conocen casos
donde sucede lo contrario; el nivel inferior conserva la reciprocidad y el nivel superior se

desacopla {Lau & Bosque 2003; Ferrero et al. 2011).

La reconstruccion de la reciprocidad en las poblaciones estudiadas del clado Oreopolus-
Cruckshanksia muestra que es un rasgo reproductivo [3bil, observandose incluso, diferencias
importantes entre poblaciones de la misma especie (por ejemplo en C. macrantha y C. palmae)
(Faivre & McDade 2001; Ferrero et al. 2011). A pesar de ello, existe una leve sefial filogenética,
probablemente sustentada por el grupo de especies costeras (linaje [). Estas especies son
categorizadas aqui como diestilicas y su linaje es de caracter reciproco. Las reconstrucciones,
tanto de las diferentes expresiones del polimorfismo como de [a reciprocidad, mostraron un
ancestro ambiguo para el clado Oreopolus-Cruckshanksia, El valor estimado estuvo dentro del
rango de lo que denominamos polimorfismo mixto, pero este caracter no aparecié como

estado ancestral en la reconstruccién por caracteres discretos. No se pudo evaluar el modelo

de Lloyd & Webb {1992} ya que no se encontré hercogamia de aproximacién en el clado.
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Respecto a esta propuesta, podemos concluir que [a via evolutiva hacfa la diestilia no

corresponderia al caso del clado Oreopolus-Cruckshanksia,

Existen numerosos casos de transiciones del sistema reproductivo en plantas con heterostilia.
Sin embargo, la mayoria de ellos documentan transiciones solo entre homoestilia, heterostilia y
dioecfa. Por ejemplo, en una reconstruccion realizada dentro de la familia Menyanthaceae se
constatd transicién entre heterostilia y dioecia (Tippery et al. 2008). También se ha observado
pérdida de diestilia hacia homoestilia a nivel del género en Amsinckia (Boraginaceae) (Schoen
et al. 1997). En Nymphoides la reconstruccion de caracter ancestral indica que las primeras
especies fueron heterostilicas seguidas por cuatro transiciones independientes a homostilia y
por cuatro subsecuentes reversiones a heterostilia {Tippery & Les 2011). Incluso se han visto
transiciones entre homaostilia y diestilia a nivel de variedades dentro de una especie, como es el
caso de Ophiorrhiza japonica (Rubiaceae) (Nakamura et al. 2007). La relevancia de nuestros
resultados radica en que indican labilidad en la expresidén de polimorfismos estilares a una
escala mucho mds fina que la usualmente reportada. Se conocen escasos ;estudios previos
sobre evolucién de polimorfismos estilares para un género, que consideren el dimorfismo
estilar; Narcissus {Graham & Barrett 2004; Barrett & Harder 2005) vy Lithodora {Ferrero et al.
2009). Creemos que esta sutil variacién podria aparecer en muchos otros grupos de plantas
heterostilas al efectuar mediciones cuantitativas con el nivel de detalle que se utilizd en este
trabajo. Ferrero et al. (2012} en un estudio de la pérdida de heterostilia en la familia Rubiaceae,
concluyd que el ancestro de la tribu Coussareeae es de caracter heteraostilo. A partir de la
variacion encontrada en la expresion del polimorfismo estilar del clado Oreopolus-

Cruckshanksia serfa atractivo revisar esta conclusion. Incluso, la misma autora del trabajo

discute sobre la importancia de utilizar la informacidn a nivel de especies y no reducirta solo a
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los géneros. Un estudio mds detallado sobre la condicién del polimorfismo estilar en la tribu
Coussareeae, se vuelve alin mds interesante al revisar los datos de Richards & Koptur {1993} en
su trabajo clasico del el indice de reciprocidad. En él, encontramos que Faramea suerrensis es
la especie con menor reciprocidad del grupo estudiado, mostrandose mds reciproca para el
nivel superior que el inferior. El género Faramea que es parte de la tribu Coussareeas, al igual
que Cruckshanksia y Oreopolus, presenta diestilia en muchas de sus especies. Un estudio
detallado de todos los géneros de Coussareeae, como se ha efectuado en esta tesis, sin duda

ayudaria en resolver de manera mejor el estado ancestral del polimorfismo estilar en Ja tribu.

A partir de los resultados surge la pregunta: ¢Qué subyace a la variacién en la expresion
del polimorfismo estilar en el clado Oreopolus-Cruckshanksia? Una consecuencia esperable de
la pérdida de hercogamia en el morfo L es el incremento potencial de la autofecundacién
auténoma en dicho morfo. Asi se document6 en Palicourea fendleri para el caso de menor
hercogamia en el morfo B (Lau & Bosque 2003). Si esto ocurriese, se esperarfa también
encontrar una desviacién de [a isopletia hacia el morfo L, tal como ocurre en muchas especies
de Narcissus con dimorfismo estilar (Barrett 2000). En este estudio encontramos la conjuncién
de ambas caracterfsticas en dos especies de la cordillera, O. glacialis y C. macrantha (una de
dos poblaciones). La tendencia encontrada podria ser una respuesta a las bajas tasas de
polinizacion en la alta cordillera {Arroyo et al. 1985). En este contexto destaca que la especie
con menor reciprocidad en el morfo L y con una mayor posibilidad de autofecﬁndacién
auténoma es O. glacialis. Esta especie, es la Unica del clado que llega a la zona alpina superior
donde las condiciones son muy extremas para la polinizacién biética. También habita en la
estepa patagodnica donde la polinizacién bi6tica es obstaculizada debido a los fuertes vientos.

Por el contario, las especies con hercogamia reciproca tipica habitan a alturas menores en el
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desierto donde las condiciones para la actividad de mariposas (los polinizadores principales del
clado (Arroyo et al. 1982) y observacién personal en C. montiana) si bien pueden ser variables
en la franja costera debido a la neblina (Cereceda et al. 2008}, suelen ser muy buenas en
algunos dias y horas del dia. No obstante estas posibles relaciones ecolégicas, la falta de
relacién entre la reciprocidad y altitud cuando se elimind el efecto de las relaciones evolutivas,
sugiere que factores histdricos podrian estar involucrados. En el caso de que el dimorfismo
estilar se encuentre en una via evolutiva hacia la autogamia auténoma, surge la pregunta de
por qué se observa entonces una mantencién de ambos morfos. Bajo la logica de Darwin
(1877) y Lloyd & Webb (1992) los dos morfos se conservarian solo si (a pesar de [a falta de
reciprocidad) existe una mayor tasa de cruce legitimo que ilegitimo (Baker et al. 2000b).
Cuando la transferencia de polen legitimo es efectiva solo en uno de los niveles, se propone
que la mantencién de ambos ocurre porque en un morfo se beneficia la funcién masculina y en
el otro la femenina (Cesaro & Thompson 2004). En Cruckshanksia y Oreopolus el andlisis de
estructuras por solapamiento, establecié que si bien un estigma L tenia una alta posibilidad de
recibir polen de anteras de su mismo morfo (cruce ilegitimo), 1a posibilidad de recibir polen de
anteras B (cruce legitimo) es mayor. Sltuacién que invita en un estudio posterior a comprobar si
efectivamente el cruce legitimo del nivel superior compensa el cruce ilegitimo del morfo L. Con
respecto a la disociacion de las funciones femenina y masculina en cada morfo, es interesante
destacar que alcanza su méaxima expresién en casos de transiciones de diestilia a dioecta (Pailler
et al. 1998), donde se favorece la fecundacidn cruzada sobre Ja autogamia autonoma. En
Quinchamalium chilense se ha descrito una hercogamia reciproca imperfecta, similar a lo
ocurrido en 0. glacialis, junto con una condicién de autocompatibilidad para ambos morfos, los

autores lo han denominado como una condicién de subdioicia sugiriendo que esta via evolutiva
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hacia la dioecia habria aparecido para contrarrestar los efectos negativos asociados a la
autogamia (Riveros et al. 1987). Las miiltiples expresiones del polimorfismo estilar que han ido
apareciendo en estudios recientes junto con las transiciones documentadas en el clado
Oreopolus-Cruckshanksia en un tiempo evolutivo relativamente corto, sugieren que se trata de

un sistema de reproduccion que puede responder rdpidamente a seleccién por polinizadores.

En conclusién, nuestro estudio sobre la expresion del polimorfismo estilar en el clado
]

Oreopolus-Cruckshanksia en un contexto filogenético, proporciona amplia evidencia de que
este particular sistema de reproduccion en plantas puede ser variable entre taxa cercanamente
emparentados. No seria sorprendente encontrar también en el clado estudiado transiciones en
el sistema de incompatibilidad genética (SI). Observaciones preliminares en C. verticillata, en
donde se cuantificé el porcentaje de semillas formadas en plantas excluidas de polinizadores,
mostraron que éstas produjeron un décimo de [as semillas producidas en plantas expuestas a
polinizadores. Esto quiere decir, que al parecer, nos encontramos frente a un grado de
autocompatilidad y autogamia auténoma, incluso en las especies con el mayor grado de
hercogamia reciproca. Futuros estudios deben enfocarse sobre la incompatibilidad genética, los
caracteres secundarios y la disponibilidad de polinizadores a lo largo de la amplia distribucién

latitudinal y altitudinal del clado, donde existe una gran diversidad de condiciones climéticas.

Asi mismo se requiere Incorporar nuevos marcadores en la reconstruccion de ia filogenia con el

objetivo de mejorar el soporte de algunos de los nodos.
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Consideraciones adicionales

Destacamos que las unicas especies representantes del clado Oreopolus-Cruckshanksia
utilizadas en ‘estudios filogenéticos previos han sido Q. glacialis y C. hymenodon. La informacion
generada en esta tesis junto con el trabajo llevado a cabo en Brasil que busca incorporar dos
nuevos géneros a la tribu (Amaral de Oliveira 2012; Delprete & Jardim 2012) son un gran

aporte hacia la comprension de las relaciones evolutivas de la tribu Coussareeae.

Hasta el momento, existen numerosos taxa de gran diversidad en el Desierto de
Atacama y los Andes que aun no presentan estudios filogenéticos, entre ellos Atriplex,
Cristaria, Cryptantha, Haageocereus, ‘Lycium, Spergularia, Tillandsia y Cruckshanksia (hasta
ahora) (Luebert 2011). Con respecto a la filogeografia, solo se conoce el estudio realizado en
dos especies de Nolana (Ossa et al. 2013). Al interior de Cruckshanksia, los resultados
mostraron la existencia de dos linajes que son consistentes con la morfologia y la distribucion.
El linaje | agrupa a las especies que presentan petaloides de color amarillo con distribucién en
el desierto costero y el desierto interior (solo C. pumifa). Y el linaje I, a las especies
cordilleranas junto con la ampliamente distribuida C. hymenodon, caracterizadas por tener por
exhibir [dbulos del caliz acrecentados o apéndice petaloide. Aunque no fue el propdsito de esta
tesis, los resultados filogenéticos destaparon interesantes problemadticas que se detallan en el
Apéndice 5. Tomando los antecedentes expuestos {Apéndice 5) resulta evidente que los taxa
del clado Oreopolus-Cruckshanksia son buenos candidatos para estudios de filogeografia. Se
destaca que las especies del clado divergieron recientemente, alrededor de los 10 Ma, en

concordancia con la hiperaridizacidn del Deslerto de Atacama y el dltimo gran alzamiento de la

Cordillera de los Andes (Gregory-Wodzicki 2000; Farias 2007), de tal forma que se trata de un
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caso de activa evolucidn tal como se ha observado en otros géneros (e.g. Leucocoryne (lara-
Arancio et al. 2014)). No sorprende entonces la dificultad encontrada al delimitar tanto
morfoldgica como molecularmente a las especies del grupo. Por otra parte, los estudios

filogenéticos vislumbran que C. lithiophila, de acotada distribucién, podria considerarse como

una variedad de la especie ampliamente distribuida C. hymenodon (ver Apéndice 5).




CONCLUSIONES

Se confirmé que O. glacialis es grupo hermano de las especies de Cruckshanksia. La
evidencia filogenética apoya la propuesta taxonémica de Taylor {(1996) en cuanto a la

pertenencia de especies en Oreopolus y Cruckshanksia.

Las especies C, palmae y C. macrantha son mds cercanas filogenéticamente al resto de
las especies de Cruckshanksia que a 0. glacialis, contrario a lo que propuso inicialmente

(Ricardi 1963).

Se constaté variacién en la expresién del polimorfismo estilar en los generos
estudiados incluso a nivel intraespecifico. Se encontraron tres condiciones: hercogamia
reciproca, polimorfismo mixto y dimorfismo estilar entre las especies previamente

descritas como diestilicas.

En el clado Oreopolus-Cruckshanksic no se encontré presencia de presentacion

secundaria de polen (mecanismo de polinizacion “ixoroide”).

Se observd [abilidad en el grado de reciprocidad. No se pudo establecer el

polimorfismo estilar ancestral del grupo.

Aunque existe una tendencia entre el grado de reciprocidad vy la altitud, esta relacion

desaparece cuando se consideran las relaciones filogenéticas.
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APENDICE 3.
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C. verticiflata 193
EE C. verticiliata 146
57k C. verticillata 148

Figura 1. Arbol de consenso estricto para 100 érboles con el mismo valor de parsimonia,
basado en secuencias de rDNA de la region ITS5, para ocho especies de los géneros Oreopolus y

Cruckshanksia. En cada nodo se muestra el valor de bootstrap, valores < 50% forman

politomias. Se consideran soportados los nodos con valores de credibilidad = 70%.
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Figura 2. Arbol de consenso estricto para 9 arboles con el mismo valor de parsimonia, basado
en secuencias de cpDNA conjunta de las regiones trnL y rpl32, para ocho especies de los
géneros Oreopolus y Cruckshanksia. En cada nodo se muestra el valor de bootstrap, valores <

50% forman politomias. Se consideran soportados los nodos con valores de credibilidad = 70%.

I



C. ScoGNAMILLO APENDICE 100

Hedyofis salzmanni
ro59" Coussarea hydrangeifolia
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033 C. verticilala 193
092 55 C. verticilata 146
: C. verlicilfaia 148

Figura 3. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana basado en secuencias de rDNA de la regién
ITS5 para ocho especies de los géneros Oreopolus y Cruckshanksia. En los nodos se indican los

valores de credibilidad. Se consideran soportados los nodos con valores de credibilidad 2 0,95.
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Figura 4. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana basado en secuencias de cpDNA conjunta
de las regiones trnL y rpl32 para ocho especies de los géneros Oreopolus y Cruckshanksia. En
los nodos se indican los valores de credibilidad. Se consideran soportados los nodos con valores

de credibilidad = 0,95.
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APENDICE 4.

Faramea

8592 Coussarea
Oreopolus glacialis

C. montiana-norte

4773|

C. verticillata

10,01
C. montiana-sur

C. pumila

588 C. palmae
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C. lithiophila
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Figura 1. Estimacion de los tiempos de divergencia del clado Oreopolus-Cruckshanksia
mediante tasas de sustitucion (ITS y trnL). El valor del nodo corresponde al tiempo estimado y
las bandas azules al intervalo de credibilidad (95% HDP). El valor minimo no mostrado que se

extiende por la banda segmentada en la raiz es 120Ma.
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APENDICE 5.

Discusion de las relaciones filogenéticas al interior del género Cruckshanksia

Taylor (1996) redujo las especies C. montiana, C. capitata y C. verticillatg reconocidas por
Ricardi {1963), a dos especies C. montiana y C. verticillata, incluyendo a C. capitata en C.
montiana. Al mismo tiempo, Taylor (1996) renombra a C. tripartita, una especie perenne, en C.
pumila, esta (ltima de cardcter exclusivamente anual bajo la concepcién de Ricardi (1963).
Dentro del primer linaje, en 1A se encuentran todas las poblaciones de Cruckshanksia con
petaloide amarillo de cardcter perenne ‘halladas al norte del Rio Huasco (Figs. 6, 7). Las
poblaciones de [A demarcan un gradiente genético, geografico y morfoldgico, donde
poblaciones identificadas como C. verticillata que presentan hojas caulinares trifidas Yy son
cercanas geograficamente entre si, son un grupo soportado que se relaciona con las
poblaciones identificadas como C. montiana-norte. Estas (ltimas se ubican al norte de C.
verticillata y paulatinamente pierden la presencia de hojas trifidas. Por ejemplo, en una
poblacién (P5 de Caleta Totoral, codigo 150 en el Apéndice 2) se encontraron de manera escasa
algunas hojas con esta caracteristica. Se cree que incluso, algunas de estas poblaciones
identificadas como C. montianag-norte, debido su hébito perenne y a cercania de la localidad
tipo, podrian corresponder con lo que Ricardi y Quezada (1963) clasificaron como C. tripartita.
Taylor (1996) argumenta que al usar la clave de Ricardi y Quezada (1963) basada en las
estipulas para distinguir entre los individuos de cardcter anual de C. tripartita vy C. pumila
tendriamos poblaciones con ambas especies. Comenta también que los individuos
verdaderamente perennes de C. pumila (C. tripartita segin Ricardi y Quezada (1963)) se
encuentran restringidos al sector de Taltal. En este trabajo solo se obtuvo material genético de
individuos de C. pumila anuales de la zona de Taltal, los cuales pertenecen al grupo 1B. A pesar
de que no se obtuvieron poblaciones perennes de la segunda regién, nuestros resultados
muestran claramente que existe un gradiente genético y morfoldgico asociado a la distribucién
latitudinal de las poblaciones costeras, de caracter perenne y de petaloide amarillo ubicadas al

norte del Rio Huasco. Por su parte IB agrupa y separa por especie a las poblaciones de C. pumila
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y C. montiana-sur. Dentro de C. montiana-sur no se encontré distincién entre las poblaciones
de C. montiana-sur de 1a localidad tipo (IV regién) con las poblaciones gue identificamos como
posibles C. capitata (poblaciones de hoja curva del sur de la tercera regién). Este resultado es

consistente con la inclusién de C. capitata en C. montiana propuesta por Taylor (1996).

Dentro del linaje 1I, se rednen las especies cordilleranas sin petaloide, C. palmae y C.
macrantha, que habfan sido clasificadas como parte de Oreopolus previamente por Ricardi
(1963) con las especies con petaloide reconocidas morfolégicamente como C. hymenodon y C.
lithiophila. Las poblaciones de C. iymenodon distribuidas al norte del Rio Huasco junto con C,
lithiophila se comportan como un mismo clado separado del grupo de C. hymenodon
distribuido al sur del Rio Huasco. Cabe destacar que esta distincién no lleva relacién con las
variedades de C. hymenodon descritas por Ricardi y Quezada {1963). C. lithiophila es una
especie endémica de los Andes de Copiap6 que se distingue facilmente por presentar siempre
cinco petaloides. Ambos autores reconocen que por su habito se asemeja a C. macrantha y
Taylor (1996) incluso propone que podria ser una variedad de esta Ultima. Ricardi {1963b) se
inclina por una mayor cercania a las especies con presencia de petaloide. En funcion de
nuestros resultados se sugiere evaluar taxonémicamente a C. lithiophila como una variedad de
C. hymenodon. Si nas guiamos por las dimensiones florales, C. lithiophila, claramente formaria
parte del grupo de especies con petaloide. Importante a considerar, es que ademés de C.
lithiophita, C. hymenodon es la tnica especie de Cruckshanksia que exhibe cinco petaloides en
algunas flores. A pesar de que nuestros resultados son bastante consistentes, sobre todo al
considerar que los individuos de C. fithiophila de la misma poblacion se mezclan perfectamente
con individuos de C. hymenodon, seria recomendable hacer pruebas con nuevos marcadores,
idealmente un marcador nuclear adicional, utilizando mds poblaciones e individuos donde se
consideren todas localidades tipo sugeridas por Taylor (1996) y Ricardi (1963). Resolver estos
probiemas taxondmicos facilitard enormemente la interpretacion de los rasgos reproductivos

del clado Oreopolus-Cruckshanksia a nivel de especie.
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Tabla 1. Localidades y caracteres utilizados en la distincidn de las especies de Cruckshanksia del
desierto costero y de petaloide amarillo. Se muestran los criterios de Ricardi & Quezada (1963),
Taylor (1996) y la presente tesis. Il, lll y IV corresponden a las regiones de Antofagasta,
Atacama y Coquimbo respectivamente.

Ricardi & Quezada (1963)
C. montiana C. capitata C. verticillata C. tripartita C. pumila

o hoja simple de e
etz::;z:;mp:la?’ 65 punta curva/ talgﬁijz gnﬁdaienos anual-perenne anual
P g petaloides grandes pe i
i COSTA COSTA
Taltal, Paposo Tocopilla, Taltal
i COSTA VALLE COSTA-VALLE VALLE
Huasco Copiapo Caldera, Vallenar Vallenar
W COSTA VALLE-INTERIOR ~ VALLE-INTERIOR
La Serena Valle del Elqui Valle del Elqui
Taylor (1996)
C. montiana C. verticillata C. pumila
- ] hoja trifida
L mmplg 8 vaois il a veces simple/ anual-perenne (pob. Taltal)
petaloides grades :
petaloides pequefios
i COSTA COSTA
Taltal Taltal - Paposo
" COSTA VALLE COSTA-VALLE
Copiapo, Huasco, Carrizal Copiap6 Vallenar
v COSTA VALLE VALLE-INTERIOR
La Serena Pajonales Valle del Elqui
Tesis
C. montiana-sur  C. montiana-norte  C. verticillata C. pumila
hoja simple cony  hoja simple a veces > g
sin punta curva/ trifida, petaloides o trlﬁdz!::ismdes anual
petaloides grandes chicos peq
" COSTA
Taltal
COSTA OOEh COSTA .
1] Caldera-Pan de sin muestras
Caleta los Bronces Huasco
Azucar
COSTA
INTERIOR
v i ' Valle del Elqui

Pta. Choros




