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RESUMEN

En especies con flores hermafroditas se pueden encontrar dos principales estados
reproductivos relativamente estables; aquellas especies autocompatibles capaces de
autopolinizarce auténomamente, y aquellas especies autoincompatibles y forzadas a la
exogamia o polinizacién cruzada. Estudics en la evolucidén de los sistemas
reproductivos han mostrado que el cambio desde la polinizacién cruzada hacia la
autopolinizacion es una de las transiciones mas frecuentemente observadas en Ia
naturaleza, lo cuali podria ocurrir como un mecanismo de aseguramiento reproductivo
frente a la escasez de polinizadores. Del mismo modo, se ha establecido que la
transicion hacia la autogamia seria irreversible y que el restablecimiento del sistema de
incompatibilidad genética, una vez que se ha perdido, es irrecuperable. Aungue
tedricamente se ha propuesto que la autogamia debiera ser mas frecuente-en zonas
altoandinas (debido a la disminucién de vectores para la polinizacién que ocurre a
mayores alturas), esta hipétesis es puesta en duda por (a falta de evidencia empirica

que la apoye. Alternativamenie se proponen mecanismos que compensarian la falta de

polinizadores, como mayores tamarios florales.
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El objetivo de esta investigacion fue determinar la direccionalidad de los cambios
evolutivos en el sistema reproductivo, si existe alguna asociacién entre la evolucion de
éstos con la evolucién de la forma de vida, y si a mayores altitudes se observa mas
frecuentemente un sistema de reproduccion autégamo o si hay mecanismos que
compensen la disminucion de polinizadores. Si la autogamia y ia pérdida del sistema
de incompatibilidad son irreversibles, si el aseguramiento reproducfivo mediante
autogamia es mas frecuente en plantas anuales, y si a mayores alturas se presenta
una fuerte disminucion en los polinizadores es esperable que: 1) Ja autogamia y la
autocompatibilidad evolucionen repetidamente y de manera irreversible; 2) Ia forma de
vida haya evolucionado correlacionadamente con el sistema reproductivo y 3) la
autogamia haya evolucionado mas frecuentemente a mayores alturas o que
alternativamente hayan evolucionado mecanismos florales que compensen la falta de
polinizacién. Para evaluar esto se realizd una comparacién enire los sistemas
reproductivos, rasgos morfolodgicos y forma de vida de las especies del género
Chaetanthera (Asteraceae) en un contexto filogenético. Para esto se construyd una
hipdtesis filogenética del género, se caracterizd el sistema reproductivo y se trazo su
trayectoria evolutiva, se estudido la correlacidon entre la evolucién del sistema
reproductivo y la forma de vida, y se caracterizé la temperatura media durante la
temporada de floracion para luego estudiar su correlacion con el sistema de

reproduccion y los rasgos florales, excluyendo el efecto filogenético.

El género Chaetanthera lo componen treinta especies que se distribuyen
principaimente en Chile, pero también en Per(i, Bolivia y Argentina, desde el nivel del
mar hasta los 4000 msnm. Este género presenta condiciones ideales para este estudio

pues ademas de distribuirse a bajas y altas altitudes, presenta tanto especies anuales
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como perennes, su morfologia floral es variada, al igual que el sistema de

incompatibilidad y el grado de autogamia observado.

La hipotesis filogenética del género inferida a partir de las secuencias de la regién ITS
del niicleo, muestra una clara agrupacion de uno de los dos subgéneros, mientras que
el ofro aparece como un grupo polifilético. Las especies andinas se encuentran
mayoritariamente en el clado de! subgénero Tyfloma, a excepcion de la especie andina

C. perpusilla, que habita en el limite norte de la distribucion andina de las especies.

El sistema reproductivo en el género abarca desde especies altamente capaces de
autopolinizarce auténomamente y al mismo tiempo completamente autocompatibles,
hasta especies gue son incompatibles y obligatoriamente exdgamas. También existen
especies intermedias, con autoincompatibilidad parcial y dependencia intermedia de
polinizadores. El area floral varia conjuntamente con la atractividad y con el nimero de
évulos, observandose que las especies con flores méas grandes, como C. spathulifolia,
C. renifolia y C. viliosa pueden alcanzar hasta un diametro de 6 cm, y especies tan
pequefas que su diametro es de apenas 2 mm, como C. faltalensis. De las especies
estudiadas, siete presentan una forma de vida perenne y 15 forma de vida anual. Las
temperaturas durante la temporada de floracion revelaron una tendencia en aquellas
especies andinas a presentar valores mas bajos, a excepcién de C. villosa,

posiblemente a causa de su floracion tardia.

La evolucion del sistema reproductivo estaria mostrando una transicion desde un
ancestro con autoincompatibilidad parcial, hacia especies con incompatibilidad total,
parcial y autocompatibilidad. En consecuencia, estaria ocurriendo una restauracion del

sistema genético de incompatibilidad esporofitico, asi como pérdida de este mismo
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(para los distintos casos). El sistema reproductivo ademas estaria evolucionando
correlacionadamente con la forma de vida, observandose que todas las especies
autbgamas son obligatoriamente anuales. Excluyendo el efecto filogenético, el habitat
de cada especie no muestra una correlacién con el sistema reproductivo o con los
rasgos florales estudiados. Sin embargo al no excluir la filogenia, se observa una
tendencia a que aquellas especies que no son autégamas tengan un mayor nimero de
Ovulos a mayores altitudes. Es decir que las especies con dependencia de
polinizadores que habitan en Los Andes tienen un mayor nimero de floretes por
capitulo, sin embargo estas mismas se encuentran més emparentadas entre ellas que
con el resto de las especies del género. En las especies de Chaetanthera tanto el
habitat como los rasgos florales estan fuertemente determinados por la historia

filogenética, mientras que el sistema reproductivo muestra mayor labilidad.

En el género Chaetanthera no se observa Que en zonas mas altas que presentan
escasez de polinizadores, exista aseguramiento reproductivo a través de autogamia, ni
tampoco se observan mecanismos compensatorios como los investigados en este
trabajo. No se puede descartar que existan otros mecanismos que estén compensando

las menores tasas de visita, como por ejemplo una mayor longevidad floral,

En términos generales, permanece poco clara la direccionalidad de los cambios
evolutivos en el sistema reproductivo en este género, aungue estos cambios si serian
reversibles. Los resultados estarian dando cuenta de que el fuerte efecto de la forma
de vida en los sistemas reproduccion en Chaetanthera no permite la adquisicién de

autogamia en muchas especies perennes, alin cuando hay limitacién de polen.




Una pregunta que falta por contestar en el género Chaetanthera todavia es cémo las

especies no autdgamas que viven a mayores alturas logran reproducirse teniendo en

cuenta la escasez de polinizadores.




ABSTRACT

In species with hermaphrodite flowers you can find two main relatively stable
reproductive strategies; those self-compatible species capable of autonomous seli-
pollination and those self-incompatible and forced to cross-pollination or outcrossing
species. Studies on the evolution of reproductive systems have shown that the change
from outcrossing to selfing is one of the most frequently observed transitions in nature,
which could occur as a reproductive asurance mechanism against scarcity of
pollinators. Similarly, it is established that the transition to outcrossing would be
irreversible and that the restoration of genetic incompatibility system, once lost, is
irretrievable. Although theoretically it is proposed that inbreeding should be more
common in highlands (due to decreased vectors for pollination that occurs at higher
altitudes), this assumption is challenged by the lack of empirical evidence to support it.
Alternatively, mechanisms to compensate for the lack of pollinators are proposed, such

as increased floral sizes.

The objective of this research was determine the directionality of evolutionary changes
in the reproductive system, if there is any association between the evolution of these

with the evolution of the life strategy, and if selfing is most often observed at higher
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altitudes or if there are mechanisms to compensate the lack of pollinators. If inbreeding
and loss of self-incompatibility system are irreversible, if reproductive assurance
through self-pollination is more common in annual plants, and if at higher altitudes there
is a decrease in pollinators, it is expected that: 1) selfing and self-compatibility have
evolved repeatedly and irreversibly; 2) life strategies have evolved in correlation with
the reproductive system and 3) seffing has evolved more frequently at higher altitudes
or alternatively floral mechanisms have evolved to compensate the lack of pollination.
To assess this, it was performed a comparison between reproductive systems,
morphological features and life strategy of the genus Chaelanthera (Asteraceae) in a
phylogenetic context. A phylogenetic hypothesis for this genus was built, the
reproductive system was characterized and its evolutionary path was traced, the
correlated evolution between the reproductive system and life strategy was studied, and
the average temperature was characterized during the flowering season to study its

correlation with the reproductive system and floral traits, excluding phylogenetic effect.

The genus Chaetanthera has thirty species distributed mainly in Chile, but also in Pera,
Bolivia and Argentina, from sea level to 4000 masl. This genus presents ideal
conditions for this study because, as well as is distributed at low and high altitudes,
presents both annual and perennial species, the flower morphology is varied, just like

the strength of the incompatibility system and the degree of selfing observed.

Phylogenetic hypothesis inferred from sequences of ITS nuclear region, shows a clear
grouping of one of the two subgenus, while the other appears as a polyphyletic group.
Andean species are mostly in the clade of the subgenus Tylloma except for C.

perpusilla, inhabiting the northern edge of the Andean species distribution.
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The reproductive system range from species highly capable of autonomous selfing and
at the same time completely self-compatible, to species that are self-incompatible and
necessarily exogamous. There are also intermediate species with pariial self-
incompatibility and intermediate dependence on pollinators. The floral area varies along
with the attractiveness and the ovule number, and it was observed that species with
larger flowers, as C. spathulifolia, C. renifolia and C. villosa can reach a diameter of 6
cm, and there are species so small that its diameter is only 2 mm, as C. taltalensis. Of
the species studied, seven have a perennial life form and 15 are annual. Temperatures
during the flowering season revealed a trend in those Andean species to have lower

values, except for C. viffosa, possibly because of its |ate flowering.

The evolution of the reproductive system show a transition from an ancestor with partial
seli-incompatibility, to species with total and partial self-incompatibility and self-
compatibility. According to this, it is happening a restoration of the sporophytic self-
incompatibility genetic system and loss of the same (for the different cases).
Reproductive strategy it is also evolving in correlation to life form, our results show that
all the autogamous species are necessarily annual. Excluding the phylogenetic effect,
the habitat of each species shows no correlation with the reproductive system or floral
traits studied. However by not excluding phylogeny, a trend is observed where those
species who depend on pollinators have a greater ovule number per flower at higher
altitudes. This means that the poliinator dependent species inhabiting the Andes have a
larger number of fiorets per capitulum, yet these species are more related to each other
than with the rest of the species of the genus. Chaetanthera species in both habitat and
floral traits are strongly determined by the phylogenetic history, while the reproductive

system shows greater lability.
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The genus Chaetanthera shows that there is no reproductive assurance in higher areas
with lack of pollinators, through selfing, nor compensatory mechanisms as those
investigated in this work. It cannot be excluded that there are other mechanisms that

are compensating for lower visit rates, such as increased floral longevity.

Overall, it remains unclear the directionality of evolutionary changes in the reproductive
system in this genus, although these changes would be indeed reversible. The resulis
revealed that the strong effect of life form on reproductive strategy in Chaetanthera not
allow the acquisition of selfing in many perennial species, even when there is pollen

limitation.

One question which still remains unanswered in Chaetanthera is how the not-
autogamous species, that live at higher altitudes, manage to reproduce given the lack

of pollinators.
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INTRODUCCION

Las flores, 0 el 6rgano reproductivo de las angiospermas, muestran una gran
diversidad funcional y morfolégica, mas que cualquier otra estructura reproductiva en
cualquier otro grupo de organismos (Barrett 2004, Barrett 201 Oa). Esta gran variedad
radica en la inmovilidad de las plantas, la necesidad de vectores que transporten el
polen hacia otros individuos para asegurar la polinizacién cruzada y una alta
dependencia en vectores bidticos de polinizacién. Por lo que la variacién floral
observada, serfa la consecuencia histérica de la seleccion natural frente a Ia
interaccién con diversos vectores de polinizacidn (Waser & Ollerton 2006, Harder &

Barrett 2006, Harder & Johnson 2009, Barreft 2010a, Barrett 201 Ob).

La mayoria de las angiospermas tienen flores hermafroditas, con dérganos
reproductivos masculinos y femeninos en la misma flor, que muestran multiples
arreglos reproductivos (flores solitarias, inflorescencias, agrupaciones de flores), sin
embargo sdlo entre un 20 a 25% de ellas tienen Ia capacidad de autopolinizarce de
manera auténoma (autogamia), es decir sin la ayuda de un vector externo (Barrett &
Eckert 1990). Para evitar Ia autopolinizacién y asegurar la polinizacidén cruzada,

muchas especies con flores hermafroditas presentan adaptaciones morfoldgicas como
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la separacién espacial (hercogamia) y temporal (dicogamia) en el desarrollo de las
partes masculinas y femeninas de la flor. Paralelamente otras especies presentan
sistemas de incompatibilidad genética (autoincompatibles) que obligan a la exogamia o
polinizacion cruzada, donde el traspaso de polen desde una flor a otra estaria
obligatoriamente mediado por un vector abiético o polinizador. Esta extraordinaria
diversidad de sistemas de reproduccion, ha intrigado a los bidlogos evolutivos desde
los tiempos de Darwin (Darwin 1876, Stebbins 1950, Bateman 1952, Lloyd & Schoen
1992, Barrett 1995, Goodwillie ef af. 2005, Busch & Delph 201 1), pues estaria
estrechamente relacionada con patrones morfolégicos y fisioldgicos de las flores, asi
como con el ambiente donde se encuentran, y en particular, con la abundancia y

eficiencia de los vectores de polinizacién.

La gran labilidad de ios sistemas de reproduccion de las angiospermas implicaria que
ha habido transiciones entre uno y otro estado. Sin embargo el conocimiento sobre la
direccién, frecuencia y factores evolutivos que subyacen estas fransiciones es aun
pobre. La evolucion de lingjes o especies capaces de realizar autogamia a partir de
ancestros exégamos es una de las transiciones evolutivas mas frecuentes en las
angiospermas (Stebbins 1950, Stebbins 1957, Takebayashi & Morrell 2001 ). De este
tipo de observacién y otras, se ha propuesto que la autoincompatibilidad genética seria
un rasgo primitivo en las angiospermas, mientras que la autocompatibilidad y Ia
autogamia, habrian derivado secundariamente. Sumado a esto, en el caso de los taxa
con sistemas genéticos de incompatibilidad que presentan un sistema de
reconocimiento y rechazo del polen basado en un locus altamente polimérfico (locus S)
(Ej: Solanaceae, Rosaceae), se ha argumentado que la pérdida de la polimorfia

ocurriria rapidamente y seria practicamente imposible de recuperar, Esto se ha
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probado en la familia Solanaceae (igic et al. 2006), pero se desconoce cudn
generalizable es esta conclusién, Por otra parte, se ha propuesto que la autogamia
podria representar un callejon evolutivo “sin salida” (Stebbins 1957), lo que tendria dos
implicaciones: primero, que la autegamia no persistiria como una estrategia a largo
plazo; y segundo, que aquelios linajes autdgamos no podrian revertir a la exogamia
(Takebayashi & Morrel 2001). Esta hipdtesis ha sido ampliamente respaldada por
estudios comparativos, que no han podido mostrar inequivocamente una transicién
desde la autogamia hacia la exogamia. Por otra parte, estudios filogenéticos en
angiospermas sefialan que sistemas de incompatibilidad (SI) podrian haber
evolucionado independienternente, al menos 21 veces (Weller ef al 1995), y
recientemente se ha descrito que en la familia Asteraceae la pérdida del S| no es
irreversible, si no que ocurririan cambios dinamicos entre los distintos estados del

sistema reproductivo (Ferrer & Good-Avila 2007).

Con respecto a los factores evolutivos que subyacen a Ias transiciones entre los
sistemas de reproduccién, los esfuerzos se ha enfocado principalmente en aspectos
geneticos y el grado de dependencia de los sistemas en los polinizadores. En base a
esto se ha propuesto que Ia autogamia serfa seleccionada en ciertas circunstancias
especificas, y se han propuesto dos hipétesis para explicar su evolucion: la hipotesis
de seleccion automatica, derivada de modelos genético poblacionales gque muestran
que la transmision del gen de la autogamia tiene una ventaja de 3:2 en relacién con
aquellos que causan la exogamia (o transmision automatica de los genes a |a
descendencia) (Fisher 1941, Lloyd 1979). La hipétesis de aseguramiento reproductivo
postula que la autogamia evoluciond dado que aumenta la produccion de semillas

cuando hay escasez de parejas reproductivas o de vectores para la polinizacién
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(Darwin 1878, Lioyd 1 965, Arroyo 1973, Stebbins 1974, Arroyo & Squeo 1990, Inouye
et al. 1996, Busch & Delph 2011). En concordancia con la hipotesis de aseguramiento
reproductivo, se ha descrito mayor incidencia de autogamia en ambientes donde hay
déficit o impredicibilidad de visitas de polinizadores o donde [as poblaciones son de
tamario reducido (Barrett 2010b), como en islas (Barrett 1996), en los margenes del
rango de distribucion de las especies (Pérez et al. 2013), y en habitats con condiciones
climaticas extremas (Lloyd 1979). Adicionalmente se ha descrito que el aseguramiento
reproductivo via autogamia es mas frecuente en plantas anuales, ya que tienen sélo
una oportunidad de reproducirse en sy vida, comparado con plantas perennes que se

reproducen mas de una vez (Stebbins 1850, Arroyo & Squeo 1990).

En contraposicién a los factores geneticos y ecoldgicos que favorecen a la autogamia,
modelos tedricos proponen Que esta estrategia presenta fuertes desventajas, primero
la disminucién de la diversidad genética, que conllevaria a una pérdida de potencial
adaptativo, lo que eventualmente afectaria la persistencia a largo plazo de las especies
que presenten este sistema reproductivo (Stebbins 1957, Charlesworth & Charlesworth
1995), y segundo Ia degradacién genética o acumulacién de mutaciones deletéreas,

que conllevarian a la depresion por endogamia (Charlesworth et a/. 1993).

Tomando en cuenta los diversos antecedentes, los sistemas de reproduccicn
reflejarian muiltiples factores. Un buen ejemplo Io constituyen los ambientes de
altamontaria en donde hay un progresivo descenso en la temperatura del aire con
respecto al aumento de la altitud (Barry 1981). En dichos ambientes se han descrito
cambios concomitantes en e espectro de polinizadores a medida que se aumenta en
altura (Arroyo ef af. 1 982) o se disminuye en temperatura (Kémer 2003), observandose

que la riqueza y diversidad de polinizadores, asi como las tasas de visita son mas
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bajas a mayores altitudes (Arroyo et al. 1985). De acuerdo con la hipétesis de
aseguramiento reproductivo, se ha propuesto que la incidencia de Ia autogamia
debiese aumentar junto con la altura (Bliss, 1962). Sin embargo, el sistema de
autopolinizacién auténoma no pareciera ser més frecuente con la altitud, incluso
muchas especies andinas encontradas a altas alturas son fuertemente
autoincompatibles, polinizadas por insectos, con flores vistosas y de gran tamafio

(Arroyo ef al. 1982, Arroyo & Squeo 1990, Bingham & Orthner 1998).

los patrones de distribucién de los sistemas reproductivos en las altas montafias
estarfan sugiriendo que algunas especies andinas presentan otros mecanismos que les
permitan lidiar con las menores tasas de polinizacién y sus consecuencias genéticas
(Stebbins 1981, Arroyo et al. 1985, Eckhart 1991 , Conner & Rush 1996). En varias
especies se ha descrito un aumento del tamafio floral (Baonza & Malo 1897, Maad ef
al. 2013), en Ia fraccién de recursos asignada a las flores (Fabbro & Korner 2004), asi
como también en la longevidad floral (Arroyo ef al. 1985, 2013), que han sido
interpretados como mecanismas compensatorios para aumentar la tasa de visitas yla
probabilidad de polinizacisn (Arroyo ef al. 2006). Otro rasgo floral que podria ser
favorecido en ambientes con escasez o altas fluctuaciones de polinizadores, es el
incremento en el nimero de Gvulos por flor (Burd et al. 2009). De acuerdo a Burd
(2009) cuando existe una gran disparidad en Ia recepcién de polen, habran
impredecibles ganadores y perdedores entre las flores de una planta, entonces frente a
la posibilidad de que los recursos sean desperdiciados en cualquier flor que no sea
polinizada, aquellas flores que si lo son y tienen un gran numero de 6vulos, realizaran
una gran contribucion a la produccién de semillas, compensando asf a aquellas flores

que no fueron polinizadas.
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Una manera de avanzar en el entendimiento de! papel de los diversos factores que
modulan los sistemas de reproduccién en las angiospermas es considerar su expresion
en linajes que varian en relacion con el habitat, forma de vida, rasgos florales y sistema
de reproduccién. De acuerdo con lo anterior, en esta tesis se eligio el género
Chaetanthera Ruiz & Pav. (Asteraceae: Mutisieae) como modelo de estudio. Este
género tiene 30 especies anuales, perennes y subarbustivas, que se distribuyen desde
los 10 hasta los 41°S, y entre la costa del Pacifico hasta los 4000 msnm en Ia cordillera
de los Andes abarcando un amplio rango de temperatura ambiental. Los capitulos de
las especies de Chaetanthera son muy variables en cuanto a tamario, color de los
radios y niimero de fioretes y se ha constatado gran variacion en el sistema de

reproduccion (MTK Arroyo, datos no publicados).

Utilizando reconstruccién filogenética y contrastes filogenéticamente independientes se
investigaron las siguientes preguntas: 1) ¢Es la evolucién de Ia autogamia un “callejon
sin salida” en el género Chaetanthera? 2) ;lLa autogamia ha evolucionado en
asociacion a fa forma de vida anual? 3) ¢Bajo condiciones mas frias (y por tanto menos
propicias para la actividad de los polinizadores) se observa mas frecuentemente un
sistema de reproduccion autégamo? y 4) ;Bajo condiciones mas frias se observan

mayores capitulos y mayor niimero de évulos por capitulo?

HIPOTESIS
1. Las autogamia evoluciond repetidamente en el género a partir de la
exogamia y en forma irreversible.
2. Los sistemas de reproduccién y la forma de vida habrian evolucionado en

forma correlacionada.
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3. A mayor altura se observara una mayor tendencia a la compatibilidad
genetica y autogamia, o alternativamente la evolucién de mecanismos
compensatorios, como un mayor tamafio en Jos capitulos florales, asi como

un mayor nimero de floretes por capitulo.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar la relacién evolutiva existente entre el sistema de reproduccién, la forma de

vida, la morfologia floral y el habitat, en el género Chaetanthera.

Objetivos especificos:

- Determinar el sistema de reproduccion, y medir distintos rasgos florales en al
menos 20 especies del género.

- Reconstruir Ia filogenia del género mediante secuencias del marcador molecular
ITS.

- Reconstruir los estados ancestrales del sistema de reproduccion, y determinar
si las estrategias han evolucionado en forma correlacionada con la forma de
vida.

- Reconstruir los estados ancestrales de ia morfologia floral y determinar si ha
evolucionado en forma correlacionada con la temperatura media del hébitat de

cada especie.
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Determinar si existe alguna tendencia en Ia relacién entre el habitat que ocupa

cada especig, y Ia estrategia reproductiva que presenta.




Figura 1. Diversidad floral en algunos representantes del género




MATERIALES Y METODOS

Modelo de estudio

El género Chaetanthera (Asteraceae: Mutiseae) fue descrito en el afio 1794 por Ruiz &
Pavén (Fig. 1), y desde entonces ha sido revisado en multiples ocasiones, siendo
particularmente debatida su relacién con el género Oriastrum descrito en 1842 por
Poeppig & Endlicher (Lessing 1832, de Candolle 1838, Reiche 1904). En 1937 Cabrera
reunié ambos géneros en e] género Chaetanthera, el cual se componia de siete
subgéneros y 44 especies. Estudios posteriores mostraron marcadas diferencias entre
los dos grupos en I morfologia de los granos de polen (Parra & Marticorena 1972,
Telleria & Katinas 2004) y en el tipo de pilosidad presente en los aquenios {Hansen
1991, Davies & Facher 2001). Estos resultados fueron apoyados por un estudio
filogenético basado en datos moleculares, que también mostrd una clara divisién entre
los grupos (Hershkovitz ef af 2008) y recogidos por Davies (2010) en una revision
sistematica del grupo, donde reestablece a Oriastrum como un género propiamente tal
y define dos subgéneros para Chaelanthera: Tylloma y Chaetanthera. Para el
desarrollo de esta tesis se considerd a Chaefanthera y Oriastrum como géneros

distintos, y se trabajo con las 30 especies establecidas por Davies en 2010 (Tabla {).

10
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Tabla |. Especies del subgénero Chasetanthera y Tylloma y su forma de vida (FV): anual

(A) o perenne (P), localidades, sistema reproductivo y morfologia (SR/M): datos

colectados durante esta tesis (T) y datos previos (MK), y datos usados para filogenia:

numero de acceso a GenBank (GB) y nimero de herbario (Herb).

Chaetanthera FV Localidad SR/M Filogenia
C. albifiora A Los Vilos MK GB: DQ355877
Herb: Arroyo 25012
C. chilensis P Rio Clarillo MK Lab
Herb: Arroyo 25043
C. ciliata A Chillan MK GB: DQ355888
Herb: Arroyo 25157
C. depauperata A - - -
C. elegans P Nahuelbuta T GB: DQ355839
Herb: Arroyo 26000
C. glandulosa var glandulosa P La Disputada T -
C. glandulosa var gracilis P - - -
C. incana A Los Vilos MK GB: DQ355885
Herb: Arroyo 25013
C. linearis A Fareliones MK GB: DQ355875
Herb: Arroyo 25164
C. linearis x albiflora A - - -
C. microphylia A Robleriade Cobre MK  GB: DQ355871
de Loncha Herb: Arroyo 25007
C. moenchioides A Las Chinchillas MK GB: DQ355846
Herb: Arroyo 25018
C. muiticaulis A CuestaloPrado MK Lab
Herb: Arroyo 25062
C. perpusilla A Putre MK  GB: DQ355880
Herb: Arroyo 25202
C. peruviana A - - -
C. ramosissima A Cuestala MK Lab
Dormida Herb: Arroyo 25064
C. x serrata P Chilian MK Lab
Herb: Arroyo 25070
C. taltalensis A Cuesta Buenos MK GB: DQ355878
Aires Herb: Artoye 25055
Tylloma FV Localidad SR/IM Filogenia
C. euphrasioides A Farellones MK GB: DQ355868
Herb: Arroyo 25176
C. flabellata A Yerba Loca MK Lab
Herb: Arroyo 25162
C. flabellifolia A Mina El Indio T GB: DQ355852

Herb: Arroyo 25078
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C. frayjorgensis A Punta Teatinos T -

C. glabrata A YerbalLoca MK GB: DQ355856
Herb: Arroyo 25163

C. kalinae A Mina El Indio T Lab
Herb: Arroyo 25226

C. limbata A - - -

C. philippii P Mina El indio T GB: DQ355863
Herb: Arroyo 25075

C. pubescens A - - -

C. renifolia P LaParva MK  GB: bQ355860
Herb: Arroyo 25175

C. schroederi A  La Disputada T -

C. spathulifolia P Las Cuevas T GB: DQ355864
Herb: Arroyo 25098

C. splendens A - - -

C. villosa P  Lagunade! Laja T GB: DQ355865

Herb: Arroyo
210671

De acuerdo con Davies (201Q), Chaetanthera es un género de plantas endémico del
sur de Sudameérica, que se distribuye desde los 10°S, en el altiplano peruano, a lo largo
de la cordillera de Los Andes, hasta los 41°S en los bosques templados de Chite y
Argentina (Cabrera 1937) y desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm (Fig. 2).
Consta de 30 especies en {otal, dos variedades (C. glandulosa var glandulosa y C.
glandulosa var gracilis), y dos hibridos (C. x serrata y C. linearis x albiflora). El centro
de diversidad se encuentra entre los 29 y 34°S en zonas semiaridas y mediterraneas
del norte chico y zona central de Chile. La mayoria de las especies crece bajo el piso
subandino de vegetacion, aunque hay algunas especies distribuidas a mayores
altitudes. Restringidas a la zona subandina se encuentran: C. renifolia y C. flabellata en
Los Andes alrededor de Santiago, y C. kalinae y C. splendens en Los Andes alrededor
de Coguimbo. Otras especies de altas altitudes son C. peruviana, distribuida en el

limite inferior de la vegetacién de puna, C. perpusilfa, en el limite austral del Altiplano.
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El género es representado en SuU mayoria por hierbas anuales, sin embargo existen
siete especies que son perennes y una bianual. Al igual que el resto de los miembros
de la familia Asteraceae, las flores estan organizadas en capitulos floraies que en
términos ecolégicos constituyen la unidad reproductiva y de afraccion de polinizadores.
La morfologia y tamafio de los capitulos florales varia ampliamente, con algunas
especies de ligulas muy reducidas, o carentes de ellas, y otras con capitulos vistosos
provistos por flores liguladas grandes. En relacién al tamario existen capitulos de
apenas 2 mm de diametro (C. taltalensis), hasta algunos de 50 mm (C. villosa y C.
renifolia). De acuerdo a los antecedentes usados en este trabajo, el sistema de
reproduccién también es variado en este género. Es posible encontrar especies
altamente autégamas, como G, euphirasioides, en donde el nimero de semillas que se
produce por autopolinizacién auténoma (no asistida) es de un 100%, y también
podemos encontrar especies completamente autoincompatibles, como C. multicaulis,
en donde la autopolinizacién asistida produjo un valor cercano al 0% de fructificacion

(MTK Arroyo, datos no publicados).
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Figura 2. Puntos de ocurrencia de todas las especies de Chaetanthera, para mostrar la
distribucion geografica del género. Fuente de ocurrencias: Herbario Universidad de

Concepcidn, Herbario digital Darwinion, Herbario Dra. MTK Arroyo.
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Filogenia molecular

Para reconstruir Ia filogenia del género se obtuvieron 16 secuencias de GenBank de
distintas especies del género Chaetanthera, generadas por Hershkovitz ef af (2008).
Las especies en cuestién fueron renombradas de acuerdo a la nueva taxonomia
propuesta por Davies (2010). Nos aseguramos de que aquellas secuencias utilizadas
tuvieran un respaldo identificado taxonomicamente por Allison Davies en el Herbario de
Concepcion. De los taxa faltantes, se tenian muestras conservadas en sflica gel,
etiquetadas de acuerdo a sy niimero de herbario, por lo que nuevamente usamos sélo

las identificadas por A. Davies (Tabla I).

El ADN fue extraido siguiendo el protocolo de JanBen (1997), con las modificaciones
propuestas por Drabkova (2002). Mediante Ia técnica de la reaccion en cadena de Ia
polimerasa (PCR) se amplificé la regién ITS (espaciador transcrito interno de genes
ribosomales) usando los partidores ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-S’) e ITS2
(5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) (White ef al. 1990). La reaccién se llevé a cabo
en un volumen total de 30 pL compuesto por 15 uL de Master Mix (Promega®), 1,8 pL
de cada partidor (10 mM), 1,5 uL de BSA (10 mg/mL), 2,5 ML de MgCl, (25 mM), 1 pL
de DNA (100 ng/uL) y 6,4 uL agua purificada. Inicialmente el DNA se desnaturalizé a
94 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacién, que contempla la etapa
de desnaturacién de 0,75 min a 94 °C, alineamiento de 1,5 min a 52 °C y elongacién de
1,5 min a 72 °C. Se finalizd con un ciclo de extension de 7 minutos a 72°C, y luego las
Mmuestras se mantuvieron a 4 °C hasta ser retiradas del termociclador. E producto de
PCR se analizé mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% tefidos con
Redgel (5 pL/50mL) en buffer TAE 1X. Los productos de PCR fueron purificados y

mandados a secuenciar en Macrogen Inc. (Korea). Las secuencias se editaron en e
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programa ProSeq (Filatov 2002). Para la evaluacién visual de las secuencias se utilizo
el programa BioEdit (Hall 2011), y el alineamiento se realizé en el programa ClustalX
v2.1 (Larkin et af. 2001). Todas las secuencias utilizadas corresponden a la seccidn del
ADN nuclear conformado por ITS1, 5,85 rRNA e ITS2, que luego del alineamiento, tuvo

un largo total de 767 pares de bases.

Anélisis filogenético

Para reconstruir la filogenia del género se utilizaron tres aproximaciones. En el caso de
la inferencia filogenética mediante Parsimonia, se utilizé el programa PAUP v4.0b10
(Swofford 2001). Se realizs una blsqueda heuristica de los arboles mas
parsimoniosos, y se obtuvo el valor de respaldo de los nodos con un analisis de
bootstrap con 1000 réplicas. Previo al analisis se realizé una exclusién de aquellos
caracteres no informativos para parsimonia, por lo que el analisis final se realizé sélo
con 218 caracteres. Estos fueron tratados como no ordenados Y con igual peso. El
criterio de optimizacion utilizado por defecto fue ACCTRAN vy los re-arreglos de los
arboles usados en la busqueda heuristica se obtuvieron mediante Tree bisection and
reconnection (TBR). Los analisis se realizaron con el programa PAUP v4.0010
(Swofford 2001). Para los andlisis de Maxima Verosimilitud (ML} e Inferencia
Bayesiana (IB), lo primero que se realizd fue una blisqueda del mejor modelo de
sustitucién nucleotidica, en el programa jModeltest (Darriba ef af 2012). Se evaluaron
los modelos mediante el criterio de informacién de Akaike (AIC), y Bayesiano (BIC).

Cada resultado se aplicaen ML y en iB respectivamente.
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De acuerdo al criterio de informacion de Akaike, el mejor modelo de sustitucién
nucleotidica para los datos, es SYM + G (AIC = 9126,6). Los paréametros a utilizar
fueron: igual frecuencia de bases, 6 tipos de sustitucion con sus respectivas tasas
(0,6468 1,3772 0,8413 0,3059 4,4850 1,0000), variacién en a tasa de sustitucion entre
sitios (gamma = 0,3420) y ausencia de sitios invariantes. De acuerdo z estos
parametros, en el programa PAUP se utilizé el modelo GTR + G para la reconstruccién
filogenética mediante ML, pues no tiene como opcién el modelo indicado por
iModeltest. A través de una busqueda heuristica se encontré el arbol mas probable, y
el respaldo de los nodos se calculé mediante un bootstrap de 1000 réplicas. Los re-
arreglos de los arboles usados en la blsqueda heuristica se obtuvieron mediante Tres

bisection and reconnection (TBR).

En el caso del criterio de informacién Bayesiano, el mejor modelo de sustitucién
nucleotidica para los datos, es TIM3ef + G (BIC = 9399,7). Los parametros a utilizar
fueron: igual frecuencia de bases, 6 tipos de sustitucion con sus respectivas tasas
(0,4786 1,4667 1,0000 0,4786 4,7761 1,0000), variacién en Ia tasa de sustitucién entre
sitios (gamma = 0,3400) y ausencia de sitios invariantes. De acuerdo a estos
parametros, en el programa Mr.Bayes (Ronquist & Huelsenbeck 2003) se utilizé el
modelo GTR + G para Ia reconstruccion filogenética, realizando un analisis mediante
MCMC con 5000000 de generaciones, muestreando cada 500 y descartando los
primeros 2000 &rboles. Para comprobar que los parametros alcanzaran la
convergencia, dado el nimero de generaciones especificado, se utilizé e programa
Tracer (Rambaut & Drummond 2007). EI respaldo de los nodos fue g probabilidad a

posteriori calculada a partir del conjunto de drboles obtenidos,
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Enraizamiento del arbol

Se obtuvieron 6 secuencias de GenBank, para ser utilizadas como grupo externo, de
las especies Perezia virens, Mutisia hamata, Plazia daphnoides, Oriastrum acerosum,
Criastrum stuebelii y Oriastrum lycopodioides. Las Ultimas tres especies corresponden
al grupo hermano de! género (Hershkovitz et al. 2006), que presenta divergencias
pequefias, por lo que no significan ninguna dificultad para el alineamiento. Sin embargo
debido a que estas secuencias eran muy similares a las de Chaetanthera, cuando sdlo
se utilizaban elias, el grupo interno no presentaba un valor alto de respaldo. Por esto
se usaron ademas las tres primeras especies mencionadas, que son de la misma
familia, pero mas lejanamente emparentadas. Dada la baja divergencia de este grupo,

su obtuvo un alinearniento confiable.

Sistema reproductivo

En este trabajo se estudié el sistema repraductivo de nueve especies para luego
complementar esta informacién con la obtenida previamente por la Dra. MTK Arroyo en
16 especies del género. De esta forma se logré reunir la informacion de los sistemas
reproductivos de 22 de las 30 especies descritas de Chaetanthera. En la Tabla | se

entrega informacién sobre las especies, las localidades y nlimeros de herbario.

Para determinar e! sistema reproductivo de cada especie del género, se localizé una
poblacién por especie con una densidad alta de plantas. En cada poblacion se marcé
un maximo de 30 capitulos por tratamiento, provenientes de distintas plantas. En las

ocasiones que fueron posibles, los tres tratamientos se realizaron en la misma planta.
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El nimero de capitulos estudiados vario de acuerdo a la densidad de las poblaciones

encontradas y a la herbivoria presente en las plantas.

Autopolinizacién manual (S): Se embolsaron los capitulos en estado de yema, y al
momento de su apertura se polinizé con polen del mismo capitulo, o con polen
proveniente de flores de la misma planta, para asi determinar si la especie era

autocompatible.

Autogamia no asistida (A): Las flores fueron embolsadas en estado de yema, y fueron
dejadas sin intervencion hasta la fructificacién con el objetivo de determinar si la

especie era autégama.

Polinizacion cruzada manual (C): Al momento de la apertura de las flores, éstas se
polinizaron manualmente utilizando polen proveniente de otros individuos de la misma

especie.

Emasculacion. Cuando los capitulos estaban en estado de yema y a punto de abrir se
cortd cuidadosamente la parte apical de ellos, donde se sittian las anteras, teniendo la
precaucion de no dafiar la parte basal de los capitulos, donde se encuentran los
ovarios. Los capitulos emasculados fueron embolsadas para evitar la interferencia de

polinizadores y de esta forma determinar si ia especies era apomictica.

Para la mayoria de las especies se repetian los cruzamientos de cada tratamiento a [o
largo de la vida del capitulo. En el caso en que no fue posible polinizar varias veces, se
contd el nimero de floretes con estigmas receptivos el dia de la polinizacion, utilizando
este valor en vez del total de floretes por capitulo para los calculos de porcentaje de

floretes que formaron frutos. Al final de la temporada, lo que vario entre 3 y 4 semanas,

se recolectaron los capitulos y se conto el niimero de aquenios producidos en cada
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capitulo marcado y se estimé el porcentaje de aquenios obtenido respecto al niimero
de floretes polinizados para cada tratamiento. En la mayoria de las especies los
floretes ligulados no forman o forman escasos aquenios por lo que no fueron

contabilizados en estos casos.

Con esta informacion se estimé el indice de autocompatibilidad (SCI) y el indice de

autofertilidad (AFI) (sensu Lloyd & Schoen 1992) de acuerdo a las siguientes férmulas:

SCl=%S/%C

AFl=%Al%C

donde %S, %A y %C corresponden al porcentaje de aquenios obtenidos mediante
autopolinizacién manual, autopolinizacion auténoma y polinizacién  cruzada
respectivamente. Ambos indices varian idealmente, de 0 a 1. En el caso de SCI un
valor de 0 significa que la especie es altamente incompatible, y un valor de 1 significa
que [a especie es completamente compatible. Para el AF| un valor de 0 significa que la
especie no es capaz de autopolinizarse auténomamente por lo que necesita la
intervencidn de polinizadores, y un valor de 1 significa que Ia especie es
completamente autégama. Ademés se realizé una prueba t de student o de Mann-
Whitney (para datos paramétricos y no paramétricos respectivamente) para determinar
si el numero de aquenios producido era significativamente diferente entre tratamientos

(A vs C; S vs C). Esto fue llevado a cabo en el programa R (R Core Team, 2014).

O
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Morfologia floral

Para las mismas poblaciones donde se realizaron los experimentos reproductivos
descritos anteriormente, se colecté en terreno un capitulo de 50 individuos. Se
midieron 4 rasgos florales: diametro del capitulo incluyendo y excluyendo flores
liguladas (D1 y D2 respectivamente); nimero de flores del disco; y numero de flores del
rayo (Fig. 3). Esta informacion también fue complementada con la obtenida
previamente por la Dra. MTK Arroyo. A partir de los datos de morfologia se calculd el
area total de cada capitulo y el area del centro del mismo, para luego definir a la
atractividad, como aquella drea que considera solamente la parte llamativa de la flor
(flores liguladas). Se considerd el niumero de 6vulos como el nimero de flores
tubulares. Se excluyeron las flores liguladas ya que fue evidente que en la mayoria de

tas especies no suelen fructificar.
N° de 6vulos = Numero de flores tubulares
Area total del capitulo = x (D1/2)%
Area interna del capitulo = w x (D2/2)?

Atractividad = Area total del capitulo — Area interna del capitulo
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Figura 3. Rasgos florales medidos en las especies de Chaetanthera.

Caracterizacion del habitat

Dado que los cinturones vegetacionales descienden globalmente a medida que se
aumenta en latitud (Luebert & Pliscoff 2008), y que el género estudiado presenta una
amplia distribucion latitudinal, usar un valor absoluto de altitud como un proxy de la
temperatura bajo la cual viven las especies no es posible. Por ejemplo dos especies
puede que estén a una misma altitud, una en los Andes de Coquimbo y otra en los
Andes de Santiago pero presentan valores diferentes de temperatura promedio (ver
resultados). Por esto escogimos trabajar con valores de temperatura media en vez de
altura. Por otra parte, se decidi6 trabajar solo con la temperatura del periodo de
floracion ya que lo relevante son las condiciones que existen cuando ocurre la
polinizacion pues como describimos anteriormente, los polinizadores son susceptibles
a las temperaturas y porque nuestras hipétesis se respaldan en la escasez de visitas

de polinizadores observada a mayores alturas.
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A partir de muestras del Herbario de Concepcion (CONC), herbario digital del Instituto
de Botanica Darwinion (SI) y del herbaric personal de la Dra. MTK Arroyo, se
obtuvieron los puntos de ocurrencia de todas las especies y se registro la fecha de
cada muestra y su estado fenologico, para asi determinar los meses de floracion de
cada una de ellas. Se escogieron los tres meses seguidos en que Ia floracion fue mas

frecuente.

Con el objetivo de evitar la sobreestimacién de las temperaturas de aquellos lugares
con muchas colectas, los puntos de ocurrencia se transformaron en una grilla de
presencia en donde cada cuadrante tenfa un tamafio de 1 km? aproximadamente. Las
22 grillas de distribucion de cada especie se superpusieron a las capas de
temperaturas promedio de tres meses del afio, obtenidas de Worldclim (Hijmans ef al.
2005), cada una para cada mes de floracion. La extraccién de la temperatura para
cada cuadrante de cada grilla, se realizé utilizando la funcién Extract by Mask
implementada en el programa ArcGIS (Esri 2011). Como resultado se obtuvo una tabla
de temperaturas por cuadrante por mes para cada especie desde donde se calcularon

los promedios mensuales para cada una de las 22 especies.

Reconstruccion de caracteres y método cornparado

El sistema reproductivo y el habito de vida se mapearon en la hipétesis filogenética
obtenida mediante Inferencia Bayesiana debido a que este es el método con el que se
obtuvo un arbol mejor resuelto y con mayores valores de respaldo en los nodos. Para
trazar la evolucién, se realizd una codificacién binaria de los indices de

autocompatibilidad y autofertilidad, en donde se definieron los rangos de acuerdo a la
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literatura (Ruiz & Arroyo 1978, Lloyd & Schoen 1992), pero también respetando la
distribucion natural de los datos (Tabla Il). Para evaluar la trayectoria evolutiva de los
caracteres codificados de manera binaria, se mapearon y se reconstruyeron los
estados ancestrales mediante MP y MV bajo un modelo de evolucién con un solo
parametro (Lewis 2001) y bajo un modelo con dos parametros. Como los modelos son
anidados los valores de verosimilitud se compararon con una prueba de razones de
verosimilitud, estimando LR = -2(InL; ~ InL,) y se evaltia en una distribucion de X% con 1
grado de libertad. Estos andlisis se realizaron en el programa Mesquite (Maddison &

Maddison 2011).

Tabla Il. Codificacion binaria del sistema reproductivo y de la forma de vida.

Estado Autocompatibilidad Autogamia Forma de vida

0 Autoincompatible Exégama Perenne

(desde 0a 0,78) (desde 0 a 0,69)

1 Compatible (desde Autégama Anual

0,79a1) (desde 0,70 a 1)

Se indagd ademas en la trayectoria evolutiva de Ios sistemas de reproduccion como
caracteres continuos. Para esto se mapearon los caracteres en la filogenia y se

reconstruyeron sus estados ancestrales mediante el criterio de méaxima parsimonia
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cuadratica ponderada por los largos de rama en el programa Mesquite (Maddison &

Maddison 2011).

Para los seis caracteres estudiados (temperatura, numero de dvulos, atractividad, area
total del capitulo, autocompatibilidad y autogamia) se evalué la sefial filogenética y el
modo de evolucidén mediante los parametros A y & de Pagel respectivamente (Pagel
1999). El parametro A varia entre 0 (cuando la evolucidn del rasgo es independiente de
la filogenia) y 1 (cuando el rasgo evolucionado de acuerdo a lo esperado por un
modelo browniano). El paradmetro 8 escala la longitud total del arbol, o la distancia
entre la raiz y las especies. Valores inferiores a 1 indican que las ramas més cortas
contribuyen desproporcionadamente a la evolucidén del rasgo, por lo que habria
radiacion adaptativa, y valores superiores a 1 indican que los caminos mas largos
contribuyen més a los cambios del rasgo, o que la evolucién se acelera a medida que
avanza el tiempo (adaptacion especie-especifica). Cuando el valor de 5 es igual a 1,
significa que el rasgo cambia a una tasa de evolucion constante en el tiempo. Los
parametros lambda y delta fueron estimados para cada caracter separadamente por
MV usando el paquete Geiger (Harmon ef al. 2014) implementado en R (R Core Team
2014). Para determinar si los valores de lambda diferian significativamente de cero y

de uno se usé el criterio de AIC.

Para evaluar si los sistemas reproductivos y los rasgos florales evolucionaron en
asociacién con la temperatura se realizaron analisis de contrastes independientes
(PICs) (Felsenstein 1985) en el paquete Geiger. Previamente se evaiud el supuesto de
independencia entre los contrastes y la raiz del largo de ramas en el médulo PDAP

(Midford ef al. 2007) del programa Mesquite (Maddison & Maddison 2011). Para el

caso de la autogamia y la autoincompatibilidad, se encontré una correlacién negativa
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significativa entre los contrastes y la raiz de los largos de rama, por lo que se realizd
una transformacién logaritmica de los largos de rama (Garland ef al. 1992), de modo
de obtener la independencia entre estas variables. Para calcular los PICs de estos dos
rasgos, se utilizé el arbol con los largos de rama transformados, y para los ofros cuatro
rasgos de utilizé el arbol original. Para evaluar si la autocompatibilidad y autogamia
evolucionaron en asociacion con la forma de vida anual se compararon los promedios
de los contrastes en los rasgos continuos cuando hay versus cuando no hay un cambio
en el caracter discreto mediante una prueba t de student (Purvis & Rambaut 1995,
Gonzalez & Pérez 2010). Un promedio significativamente diferente de cero indica que
el sistema de reproduccion difiere entre plantas anuales y perennes. Este analisis se

realizd utilizando el paquete caper (Orme et al. 2013) de R (R Core Team 2014).



RESULTADOS

Relaciones filogenéticas en el género

En andlisis de Parsimonia, arrojo tres arboles igualmente parsimoniosos de largo igual
a 648 pasos, de un total de 20131 re-arreglos probados. Los &rboles mas
parsimoniosos tuvieron un Cl = 0,5370, Rl = 0,7056 y RC = 0,3789. En los tres arboles,
las especies del subgénero Tylloma se agrupan en un tnico clado (Clado C), apoyado
por un valor de bootstrap de 86%, mientras que las especies del subgénero
Chaetanthera aparecen en dos clados (A y B), ambos respaldados por valores de
bootstrap superiores al 96%. Las hipétesis mas parsimoniosas difieren en la
agrupacion de estos clados. En uno de los arboles los dos clados del subgénero
Chaetanthera (A y B) se agrupan formando un grupo monofilético (Fig 4), con un
respaldo menor al 70%, en los otros arboles, uno de los clados del subgénero

Chaetanthera (Clado A) se agrupa junto al subgénero Tyfloma.

El analisis de MV arrojé como resultado sdlo un arbol mas probable (-InL = 4503,3),
donde se reconocen los mismos clados detectados mediante el analisis de MP, pero en

este caso el subgenero Tylloma (Clado C) aparece agrupado con parte del subgénero

27
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Chaetanthera (Clado A), con valor bajo el 70% de bootstrap. Esta misma topologia fue
revelada por el andlisis de Inferencia Bayesiana, donde los clados A y C aparecen

agrupados con una probabilidad a posteriori de 0,57 (Fig. 4).

De acuerdo a la altitud promedio de las especies, aquellas especies que se distribuyen
desde los 1800 hasta los 4000 msnm se agrupan en el clado Tylloma, a excepcién de
C. perpusilla, que es una especie andina perteneciente al subgénero Chaetanthera. La
Unica especie del clado C que se distribuye a menor altitudes es C. glabrata. El resto

de las especies se distribuye en promedio entre los 100 y los 1800 msnm (Fig. 4)
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Sistemna reproductivo

Las especies de Chaetanthera presentaron una gran diversidad de sistemas de
reproduccion. En doce de las 21 especies estudiadas el porcentaje de frutos producido
por autopolinizacién manual fue significativamente menor que el porcentaje de frutos
producidos por polinizacién cruzada. Ocho de estas especies presentaron altos niveles
de incompatibilidad genética, con valores de SCJ inferiores o iguales a 0,20, mientras
que ofras dos resultaron parcialmente autoincompatibles con valores de SCI entre 0,28
¥ 0,64 y una de ellas resulté ser altamente autocompatible con un valor de SCI de 0,84.
De ias nueve especies restantes, cinco fueron capaces de autopolinizarce
auténomamente con valores de AFI superiores o iguales a 0,70. Sin embargo en dos
de éstas (C. moenchioides y C. microphylia) el porcentaje de frutos producidos por
autopolinizacién auténoma fue significativamente menor que el producido por
palinizacién cruzada manual, indicando algo de dependencia de los polinizadores (Fig.
5, Tabla lll). En las especies C. perpusilla 'y C. taltalensis no fue posible realizar las
polinizaciones manuales, de tal forma que el sistema repraductivo se infirié sélo a partir
de los resultados de! tratamiento de autopolinizacién no asistida, en donde se obtuvo

altos porcentajes de fructificacion.

Particularmente problematica fue la especie C. kalinae. Esta especie produjo escaza
cantidad de frutos en el tratamiento de autopolinizacién manual (SCi), pero en el
tratamiento de autopolinizacién no asistida (AFI) a fructificacion fue relativamente alta.
Considerando que la autopolinizacion manual pudo haber sido poco efectiva,

consideramos a esta especie parcialmente autégama.
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Figura 5. Porcentaje de aquenios por capitulo para cada tratamiento en 21 especies del

género Chaefanthera. Las barras negras corresponden a los valores promedio.

Rasgos florales y forma de vida

Se observé una amplia variedad de tamarios florales, los cuales abarcaron un rango

enfre los 2 y los 50 mm aproximadamente, considerando el diametro total de los

capitulos (incluyendo flores liguladas). En general, las especies de habito de vida

perenne presentaron una diferencia mayor entre el diametro externo e interno

(promedio = 23,69 mm) que las especies anuaies (promedio: 8,80 mm), dando cuenta

de una mayor atractividad (Tabla [V).

Las temperaturas muestran que aqueilas especies distribuidas hacia las zonas mas

altas de Los Andes, presentan las temperaturas mas bajas observadas, que fueron

menores a 7,64 °C, a excepcién de C. viflosa que presentd un valor mas alto de

temperatura (11,27 °C), lo cual puede deberse a la tardia floracion que muestra esta

especie.
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Tabla V. Temperatura promedio (desviacion estandar) de la estacion de floracion y

rasgos florales de 22 especies de Chaetanthera. Se muestra et diametro total (D1) e

interno {D2) del capituio en milimetros, nimero de flores del disco, area total (mm?) y

atractividad (mm?),

Temperatura D1 D2 N°® Area Atractividad
dvulos total

C. albiffora 12,25 (4,00 940 248 1598 6945 64,63
(1,28) (0,50} (3,89)

C. chilensis 14,39 (6,1) 26,74 572 24,94 561,66 535,97
(4,26) (1,39) (8,14)

C. ciliata 17,98 (2,4) 22,66 5,80 41,95 403,31 376,91
(2,69) (0,98) (12,68)

C. elegans 13,05 (2,8) 3545 9,62 56,80 987,24 914,57
6,79 (1,72) (12,51)

C. euphrasioides 9,80 (5,3) 747 1,91 7,62 43,79 40,92
(0,96) (0,35) (1,56)

C. flabeliata 7,71 (5,3) 12,56 4,41 31,94 123,87 108,57
(1,18) (0,78) (7,53)

C. fiabellifolia 4,39 (3,4) 2305 13,20 35,06 417,43 280,66
(3,07) (3,200 (8,87)

C. glabrata 12,73 (4,7) 32,82 7,00 52,06 845,98 807,53
(3,31) (1,01) (11,29)

C. incana 16,12 (2,5) 18,82 4,71 25,62 278,03 260,65
(294) (1,12) (8,37)

C. kalinae 7,64 (3,3) 20,31 6,16 41,88 323,93 294,11
(3,24) (1,62) (1548)

C. linearis 12,43 (5,8) 11,73 4,16 27,44 108,00 94 .41
(1,38) (0,57)  (5,57)

C. microphylla 13,43 (4,9) 6,83 1,99 12,30 36,68 33,57
(0,868) (0,39} (4,23)

C. moenchioides 10,68 (5,1) 8,11 1,58 5,28 29,29 27,34
(0,89) (0,30) (2,04)




37

C. multicaulis

C. perpusilla

C. phifippii

C. ramosissima

C. renifolia

C. spathulifolia

C. taltalensis

C. villosa

C. x serrata

15,14 (3,8)

3,46 (2,1)

6,94 (4,2)

14,53 (3,7)

2,24 (2,1)

4,72 (4,1)

16,03 (1,7)

11,27 (3,7)

17,20 (2,5)

13,85
(2,39)

4,00

31,88
(2,71)

4,46
(0,62)

48,21
(5,09)

41,37
(6,13)

49,89
(6,84)

26,56
(2,62)

3,77
(0,80)

3,00

15,83
(3.34)

1,87
(0,39)

16,33
(2,99)

20,44
(4,16)

1,83
(0,41)

21,14
(4,45)

5,20
(0,86)

9,34
(3,62)

5,35
(1.41)

89,18
(15,85)

17,63
(5,95)

146,66
(37,22)

112,00
(27,08)

20,38
(6,09)

145,33
(63,07)

23,76
(6,21)

150,58

12,57

798,02

15,62

1825,56

1344,24

2,64

1954,52

554,05

139,40

5,50

601,22

12,89

1616,07

1016,04

1603,57

532,81

Evolucion del sistema de reproduccién y forma de vida

La reconstruccién del sistema reproductivo y de Ia forma de vida mediante el criterio de

maxima parsimonia sugiere que el ancestro del género seria autocompatible,

autégamo y anual. La forma de vida perenne habria evolucionado al menos cuatro

veces en el género, en cambio Ia incompatibilidad genética Yy la exogamia habrian

evolucionado tres veces, una vez en el clado de las especies altoandinas, otra vez en

el clado de las especies distribuidas en la zona central Y una tercera vez en la especie

C. linearis. De acuerdo a este analisis, habrian ocurrido dos reversiones hacia la

autocompatibilidad, en C. euphrasioides y C. flabeliifolia Y una reversion hacia Ia
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autogamia en C. euphrasioides (desde un ancestro parcialmente incompatible y
dependiente de polinizadores hacia la autocompatibilidad completa y la autogamia), vy
ninguna reversion en la forma de vida (Fig. 6). De acuerdo al analisis por MV, es
igualmente probable que el ancestro sea autocompatible o incompatible, exdégamo o
autégamo y anual o perenne. De acuerdo a este analisis, 1a Gnica transicién que
persiste es hacia una forma de vida perenne en las especies hermanas C. chifensis y
C. x serrata. A pesar de que las reversiones son infrecuentes, las bondades de ajuste
de los modelos que permiten tasas asimétricas no fueron significativamente mayores
gue las de los modelos simétricos con una sola {asa, tanto para la autocompatibilidad
(inL, = -14,37, Inl, = -14,9; p = 0,2), como para la autogamia (InLy = -13,74; InLy = -
14,9; p = 0,08) y |a forma de vida (InL, = -13,0; InL, = -14,0; p = 0,1}, indicando que las

transiciones entre sistemas de reproduccion y formas de vida son reversibies.
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C. albiflora C. albiflora
C. linearis C. linearis
C. microphyllia C. microphylla
C. perpusilla C. perpusilla
C. taltalensis C. taltalensis
C. euphrasioides C. euphrasioides
C. flabellata C. flabellata
C. flabellifolia C. flabellifolia
C. philippii C. philippii
C. glabrata C. glabrata
C. kalinae C. kalinae
C. renifolia C. renifolia
C. spathulifolia C. spathulifolia
C. villosa C. villosa
C. ciliata C. ciliata
C. multicaulis C. multicaulis
C. chilensis C. chilensis
C. x serrata C. x serrata

O Autocompatible C. incana © Autégama C. incana

@ Autoincompatible C. elegans @) Exdgama C. elegans
C. ramosissima C. ramosissima
C. moenchioides C. moenchioides

C. albiflora C. albiflora
C. linearis C. linearis
C. microphylia C. microphylla
g. ;paeltrﬁusill_a g {)eltrplusilla
. taltalensis . taltalensis
C. euphrasioides C. euphrasioides
C. flabellata C. flabellata
C. flabellifolia C. flabellifolia
C. philippii C. philippii
g. Ela:_brata 8 Ele;prata
. kalinae . kalinae
C. renifolia C. renifolia
C. spathulifolia C. spathulifolia
C. villosa C. villosa
C. ciliata C. ciliata
C. multicaulis C. multicaulis
C. chilensis C. chilensis
C. x serrata C. x serrata
@ Anual C. incana C.incana
@ Perenne C. elegans C. elegans
C. ramosissima C. ramosissima
C. moenchioides C. moenchioides

Figura 6. Reconstruccion mediante Maxima Parsimonia de los estados ancestrales de
la autocompatibilidad (arriba izquierda), capacidad de autogamia (arriba derecha),

forma de vida (abajo izquierda) y habitat (abajo derecha) para el género Chaetanthera.
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C. renifolia

C. spathuiifolia
C. villosa
C.ciista

C. multicaulis
C chilensis

C. x serrata
C.incana

C elegans

C ramosissima
C moenchioides

Q Autocompatible
. Automncompatible

@ Autogama
. Exdgama

@ Anual
C.ramosirams © Perenne
Figura 7. Reconstruccién de los estados ancestrales de la autocompatibilidad,

capacidad de autogamia y forma de vida para el género Chaetanthera, mediante

Maxima Verosimilitud.

Relacion entre la evolucion de los sistemas reproductivos y la forma de vida

Al considerar los sistemas reproductivos como caracteres categoricos con dos estados
posibles (autdbgamos vs. exdégamos; autocompatibles vs. autoincompatibles), se

encontré una relacién significativa entre la autocompatibilidad y la forma de vida, pues

la bondad de ajuste del modelo que permite evoluciéon correlacionada (InL; = -21,99)

fue significativamente mayor que el modelo de evolucion independiente (InL, = -25,99;
p = 0,03). La autogamia también evolucioné correlacionadamente con la forma de vida
(InL; = -22,00; InL, = -25,36; p = 0,05), sin embargo al considerar los sistemas de
reproduccién como rasgos continuos, no se encontrdé una relacion entre éstos y la

forma de vida. El analisis de contrastes independientes no detectd una relacién

significativa entre SCI y forma de vida (F; 3= 3,7, p = 0,15), pero si entre AFl y forma de
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vida (F.3 = 16,89, p = 0,03). Aquellas especies anuales mostraron en promedio un AF1
= 0,54, mientras que las especies perennes tuvieron en promedio un AF! = 0,1. De
acuerdo a la correlacién entre la forma de vida y el sistema de reproduccion con los
caracteres discretizados, se observa que la tasa de cambio hacia ta autocompatibilidad
en plantas anuales, es siete veces superior a este mismo cambio en plantas perennes.
En aquellas especies que son autocompatibles, la tasa de cambio hacia una forma de
vida anual es cerca de dos mil veces mas alta que este mismo cambio en especies
autoincompatibles. En aquellas plantas autégamas la fransiciéon hacia una forma de
vida anual tiene tasas treinta veces mas altas que en especies exégamas, y el cambio
hacia la autogamia en especies anuales tiene una tasa quinientas mil veces supetior a

este cambio en plantas perennes (Fig. 8).

1272 0,006
Perenne > Perenne Perenne =>  Perenne
Autoincompatible € Autocornpatible Exégama wfr———————— AtlGgama
A 1191,3 A A 4660,6 A
11,2 23 0,0 48388 16,7 135,3 18 3863,0
788,0 \ 4 286T.5 A 4
Anual > Anual Anuai - Anual

Autoincompatible  fm—————  Autocompatible Exdgama & Autdgama

50,0 3610,1

Figura 8. Tasas de evolucion para los modelos de evolucion correlacionada entre

habito de vida con sistema de incompatibilidad y habito de vida con nivel de autogamia.
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La reconstruccion de los estados ancestrales del sistema de reproduccion mediante
MP, cuando se considera como un caracter continuo, indica que las flores ancestrales
del género habrian presentado incompatibilidad parcial (SCi = 0,57), as{ como niveles
intermedios de autogamia (AFl = 0,54). Ademas se trazd la trayectoria evolutiva de
todos los ofros rasgos continuos estudiados, en donde se observdé que el ancestro
habria tenido un tamafio floral intermedio (&rea total = 528, 9 mm?; atractividad = 449,0
mm?), un bajo nimero de dvulos (48,5), y que habria habitado en sectores templados

(temperatura = 10,5 °C).

Relacion entre el habital, rasgos florales y sistema reproductivo

Al realizar las correlaciones enire los conirastes para cada caracier, no se enconird
que el habitat ( caracterizado por la temperatura del periodo de floracién) estuviera
relacionado con el tamario floral o el nimero de ovulos, rasgos que dieran cuenta de
alglin mecanismo compensatorio. Tampoco se encontrd una relacion entre el habitat y
la autocompatibilidad o la autogamia. Al realizar un analisis multivariado para resotver
si los rasgos florales y los sistemas reproductivos tienen en conjunto un efecto sobre la
temperatura durante los meses de floracién, no se encontré valores significativos

(Tabla V).

Al estudiar las correlaciones entre los caracteres sin excluir el efecto de la filogenia, se
observan las mismas tendencias observadas utilizando PICs, sin embargo existe una
correlacién marginalmente significativa entre el habitat y el nmero de évulos por flor (p

= 0,06), la cual se ve aumentada cuando {as especies autdgamas son excluidas del
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andlisis (p = 0,03). En este caso se observa que a temperaturas mas bajas hay un

mayor ntimero de &vulos.

Indagando en ofras posibles correlaciones, se encontrg que los tres rasgos
morfol6gicos estan relacionados significativamente entre ellos. Flores mas grandes,
son mas atractivas y poseen un mayor numero de ovulos. También se cbserva
correlacion entre estas variables morfolégicas y el nivel de autogamia, en donde
aquellas especies mas autégamas presentan flores mas pequefias (menos atractivas y
¢on menor numero de ovulos). La unica variable morfolégica correlacionada
significativamente con Ia autocompatibilidad fue é! nimero de Ovulos. Las especies
mas autocompatibles muestran un menor nuimero de 6vulos, asi como un mayor AFI.
Al quitar aquellas especies autégamas del analisis, se pierden aquellas correlaciones

significativas entre el AF] y cualquier caracter (ver Anexo I).
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Patrones evolutivos de los rasgos estudiados

A excepcion de la autogamia, para todas las variables estudiadas se encontraron
valores de lambda significativamente distintos de cero, lo que sugiere que la
atractividad, area floral, autocompatibilidad, namero de 6vulos y habitat estan sujetas a
una sefial filogenética. En el caso de las areas florales (atractividad y area total), el
nimero de dvulos, y la temperatura, no se encontraron diferencias significativas de A =
1, lo que sugiere que estos rasgos han evolucionado siguiendo un modelo Browniano

de evolucion (Tabla VI).

Para el caso del modo de evolucién, la atractividad, el area total, el nimero de dvulos y
la temperatura, siguen un modo gradual de evolucién en el tiempo, pues no se
encontraron diferencias significativas de un 6 = 1. Para el caso del sistema
reproductivo (autoincompatibilidad y autogamia), se encontraron valores cercanos a 3
del parametro 3, y significativamente distintos de 1, lo que sugiere que en las especies
del género habrian ocurrido cambios tardiamente en la filogenia (adaptacion especie

especifica).




Tabla Vi. A y 6 de Pagel para cada uno de los rasgos continuos

Valores estimados Significancia

A 5 A=0 A=1 |
Atractividad 1,00 0,80 0,0002 - 1,2
Temperatura 0,92 2,17 0,007 0,12 0,1
Autocompatibilidad 0,50 2,99 004 42x107 3,1x10°
Autogamia 0,58 2,99 0,16 4,8x10% 0,0001
Nimero de 6vuios 0,95 1,24 0,0001 0,04 0,92
Area total 1,00 0,72 5,1x10° - 0,76
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DISCUSION

Sobre Ia filogenia

En la hipétesis filogenética obtenida en este trabajo mediante Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana se observé la formacion de dos grupos, uno conformado por el
clado B (subgénero Chaetanthera) y otro conformado por los clados A (subgénero
Chetanthera) y C (subgénero Tylloma), en donde el subgénero Chaefanthera es un
grupo parafilético, y Tylloma monofilético (Fig. 4). En concordancia con esto,
Hershkovitz (2006) encuentra estas mismas agrupaciones en la reconstruccién por
Maxima Parsimonia (arbol de consenso), pero estos resultados se contradicen con los
que obtuvo mediante Maxima Verosimilitud, en donde los dos subgéneros establecidos
por Davies (2008) corresponderian a grupos monofiléticos. Sin embargo en éste Gltimo
resultado, no se muestran los valores de bootstrap de los clados, por lo que no
podemos saber qué agrupaciones estan respaldadas. Davies (2006) clasifica a
Chaetanthera y Tylloma en dos subgéneros de acuerdo a diferencias morfologicas
importantes en: la estructura del papus, rasgos de los I6bulos del estigma, la pilosidad

de los aquenios y la estructura del polen. Pese a esto, los resultados mostrados en
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esta tesis muestran que no hay un respaldo filogenético significativo que avale esta

clasificacion.

De acuerdo al trabajo de Hershkovitz (2008) para el subgénero Tylloma (clado C), C.
flabeliata es la especie hermana de todo el resto del subgeénero, sin embargo en esta
tesis, se aprecia a esta especie se agrupa junto a C. euphrasioides con un respaldo de
bootstrap del 100% y una probabilidad a posteriori de 1. De la misma forma, en este
trabajo se observa que C. spathulifolia con C. villosa son especies hermanas (bootstrap
= 89%, probabilidad a posteriori = 1), sin embargo de acuerdo a Hershkovitz (20086) C.
spathulifolia se agrupa més cercanamente con C. renifolia. Para el caso del subgénero
Chaetanthera se observan una posicion en conflicto entre este frabajo y el de
Hershkovitz (2006), en donde se clasifica a C. elegans como especie hermana del
grupo C. chilensis — C. x serrata, mientras que en la hipétesis filogenética construida en
esta tesis C. elegans es la especie hermana de todo e grupo conformado por C.

incana — C. x serrata ~ C. chilensis — C. mulficaulis — C. ciliata.

Las diferencias observadas en la topologia entre [as hipétesis filogenéticas mostradas
en esta tesis, y el trabajo de Hershkovitz (2006) se pueden deber a varios motivos. En
primer lugar, Hershkovitz utilizé 63 secuencias en su analisis, pues él consider6 a
todas las especies establecidas por Cabrera (1837), lo cual comprende a especies que
actualmente se clasifican dentro del género Oriastrum. Esto tiene un efecto sobre el
alineamiento generado, que finalmente se utiliza en el analisis filogenético. Del mismo
modo, el método para enraizar el arbol fue distinto en ambos trabajos, y finalmente los
parametros utilizados en el analisis de Hershkovitz (2008) no son detallados en su

trabajo por lo que pudieron haber sido distintos a los utilizados en esta tesis.
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El grupo Tylloma tiene la particularidad de contener a la mayoria de las especies
andinas, las cuales presentan las flores mas vistosas del género, entre ellas C. villosay
C. spathulifolia que se agrupan juntas y cercanamente relacionadas con C. renifolia, Ia
tercera flor mas llamativa del género. C. euphrasioides y C. flabellata, especies muy
similares en su distribucién y también morfoldgicamente corresponden a especies
hermanas, que a su vez son el grupo hermano de todo el resto de este subgenero. Por
Ultimo existe una agrupacion entre C, flabellifolia, C. philippi, C. glabrata y C. kalinae.
las tres primeras especies tienen distribuciones similares, en la zona centro-norte de
Chile. Las relaciones dentro del grupo Tyllorna podrian ser aclaradas si se incluyeran
las secuencias de las especies faltantes como C. limbata, C. pubescens y C.

schroederi, C. frayjorgensis y C. splendens.

En el caso del subgénero Chaetanthera se observan dos clados (A y B) con altos
valores de respaldo. En este grupo solo se observa una politomia, entre C. ciliata, C.
multicaulis y el grupo C. chilensis - C. x serrata. Las dos primeras especies se
diferencian entre si por su rango de distribucién pero moriolégicamente son muy
similares. Las especies C. ramosissima y C. taltalensis, previamente consideradas
como dos variedades de la misma especie (C. fenella) se ubican lejanamente
emparentadas dentro de la filogenia. Dentro de este subgénero falta por incluir a tres

representantes: C. peruviana, C. depauperata y C. glandulosa,

Sobre Ia reproduccion

Los factores que determinan los sistemas de reproduccién de las plantas y su relacién

con la morfologia son temas fundamentales en la biologia reproductiva de plantas.
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Una pregunta clave en esta tesis fue determinar el estado ancestral del sistema de
reproduccion, nivel de autogamia y forma de vida en Chasetanthera. Usando caracteres
discretos, el andlisis de Maxima Verosimilitud arrojo resultados ambiguos. Sin embargo
mediante Maxima Parsimonia, se obtuvo que el ancestro del género es autocompatible,
autégamo y anual. Segilin la reconstruccién en donde se consideraron el sistema de
reproduccion y nivel de autogamia como caracteres continuos (usando parsimonia), el
ancestro seria parcialmente incompatible y parcialmente autégamo. Consideramos que
los mas confiables de estos resultados son los obtenidos con el método de Maxima
Verosimilitud con caracteres discretos, ya que cuando se usan datos continuos, los
programas tienden a calcular el estado ancestral en base de un promedio entre las
condiciones extremos. Tomando en cuenta los resultados no ambiguos, la forma de
vida ancestral del género seria anual. En cuanto al sistema de reproduccion,
considerando los dos conjuntos de resultados, se inclina hacia la incompatiblidad
incompleta, con cierta capacidad para ia autogamia. Esta conclusion, sumado al hecho
de que existen especies totalmente autoincompatibles en el género, sugiere
fuertemente que Ia transicion desde la compatibilidad hacia la autoincompatibilidad ha
ocurrido en el género Chaefanthera. De hecho se observé esta ltima tendencia con
Maxima Parsimonia, aunque con Méxima Verosimilitud, de nuevo, se obtuvieron

resultados ambiguos.

Sumado a lo anterior, en Chaelanthera se observé una correlacion fuerte entre la forma
de vida y el sistema reproductivo, tendencia que fue ampliamente respaldada por el
analisis de evolucion correlacionado con datos discretos. Ninguna especie perenne de
Chaetanthera presenta un alto nivel de autogamia o autocompatibilidad; es decir todas

presentan incompatibilidad o exogamia completa o parcial. Por otra parte, todas las
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especies que mostraron autocompatibilidad o autogamia completa, son anuales. Este
resultado es concordante con lo esperado teéricamente y de datos empiricos en donde
se ha mostrado que la mayoria de las especies anuales son altamente autégamas
(Stebbins 1870, Lioyd 1980, Barrett et al. 1997). Existen tres hipdtesis que explicarian
esta relacion: i) comparado con plantas perennes, las anuales adquieren mas
beneficios de un sistema de reproduccién autégamo por aseguramiento reproductivo
(e]. los 6vulos se ven mas limitados por polen externo, que por polen de la misma
planta) (Stebbins 1957, Fishman & Wyatt 1 999); ii} para ias plantas perennes
autégamas hay un costo mas grande en su adaptacién biolégica, dado el descuento de
semillas y la depresién por endogamia, (Lloyd 1992, Morgan ef al. 1997) v iii) tanto Ia
autogamia como una forma de vida anual evolucionan producto de la “seleccién r
asociada con el alto riesgo de mortalidad en habitats efimeros con una corta

disponibilidad de tiempo para su crecimiento y reproduccion (Aarssen 2000).

Si bien se ha mostrado correlaciones entre el sistema de reproduccién y la forma de
vida anteriormente, de nuestro conocimiento transiciones en el sistema de
reproduccion en la direccion de un mayor grado de incompatibilidad y menor grado de
autogamia, con evolucién correlacionada en la forma de vida de anual a perenne no
han sido documentados previamente. Esta direccionalidad de las transiciones de los
sistemas de reproduccion tal vez no es sorprendente en el genero Chaetanthera dado
su distribucién altitudinal y que tenga un ancestro anual. La mayoria de las especies
anuales del género se encuentran a bajas alturas, mientras muchas especies perennes
se encuentran a mayores alturas. De acuerdo con la filogenia, las especies perennes

de mayor altura habrian evolucionado de un ancestro anual con ia consiguiente
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adquisicion de un mayor grado de autoincompatibilidad genética y menor grado de

autogamia que las especies anuales tipicas.

La posibilidad de la restitucién de incompatibilidad genética a partir de la compatibilidad
genética que implica la tendencia encontrada en Chaetanthera es un tema gue ha sido
ampliamente debatido en Ia literatura. Basado un estudio de ia evolucion del sistema
de incompatibilidad gametofitico en la familia Solanaceae, lgic et al. (2006) planted que
la generacion de novo del sistema de autoincompatiilidad es una opcién
extremadamente improbable por la complejidad y por la diversidad alélica que tendria
que haber sido recuperada. Una vez que ésta se ha perdido por mutaciones en el locus
S, es practicamente imposible de restituir por la rapida disminucioén del polimorfismo
propio de este locus (lgic et al 2004). Sin embargo, si estas mutaciones ocurren en
alelos moduladores del locus S, o que no estan ligados a este mismo, podria haber una
recuperacion del Sl por seleccién o por hibridizacién (Rick & Chetelat 1991, Nasrallah
et al. 2004, Ferrer & Good-Avila 2005). Nuestros resultados en Chaetanthera indicarian
que la restitucion de la incompatibilidad genética no es imposible. Posiblemente esto
tiene que ver precisamente con las particularidades del sistema de incompatiblidad
geneética de la familia Asteraceae al cual pertenece el género Chaetanthera. La familia
Asteraceae presenta autoincompatibilidad ‘esporofitica’. A diferencia de los sistemas
de incompatibilidad gametofiticos, en éstos se expresan ambos alelos del locus S en Ia
antera y los productos de esta expresion permanecen en la capa externa del grano de
polen. La dominancia de uno de ios dos productos de estos alelos pude llevar a que la
autofecundacion se realice y se generen individuos homocigotos pese a la presencia
del sistema de reconocimiento y rechazo del grano de polen (de Nettancourt 2001). Sin

embargo no esta descrito a cabalidad el mecanismo por el cual el polen es inhibido
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luego de llegar al estigma, y tampoco el funcionamiento del sistema de
incompatibilidad. Si llegara a haber dominancia de unos de los dos alelos expresados
tanto por las anteras como por el estigma, entonces esto podria explicar |a
autoincompatibilidad parcial observada en el género Chaetanthera y la posibilidad de
transiciones evolutivas mas faciles desde la autocompatibilidad en la direccién de la

incompatibilidad genética.

Se ha dicho en varias ocasiones que la autogamia constituye un “callején evolutivo sin
salida” (Stebbins. 1957). Nuestros resultados en Chaetanthera sugieren que, por o
menos en las Asteraceae, esto no necesariamente es el caso. De acuerdo con lo
anterior, en un estudio macroevolutivo al nivel geneérico en las Asteraceae se ha
detectado cambios entre autocompatibilidad, autoincompatibilidad y
autoincompatibilidad parcial en cualquiera de las direcciones (Ferrer & Good-Avila
2005); a diferencia de nuestro estudio, en el estudio anterior la variable forma de vida

no fue considerada.

Acerca de los patrones de distribucion de los sisternas reproductivos en plantas, se ha
propuesto que, de acuerdo con la hipétesis de aseguramiento de reproduccion por
autogamia de Darwin (1876), en las floras alpinas las tasas de autogamia debieran
aumentar como resultado de ia bajas tasas de polinizacién (Arroyo et al. 1985: Arroyo
& Squeo, 1990) que ocurre a mayores alturas (Bliss 1962, Garcia-Camacho & Totland
2009). Esta limitacién de polinizadores estaria por lo tanto “forzando” a las plantas
alpinas a autofertilizarse para asegurar la produccién de semillas (Kalisz & Vogler
2003, Kalisz ef al. 2004). A pesar de esta prediccion, no hay evidencia empirica de que
la autogamia sea mas frecuente en zonas cordilleranas. Estudios genéticos han

mostrado que la progenie en plantas alpinas es principalmente producto de Ia
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exogamia (Ritland 2002), del mismo modo, estudios génetico-poblacionales han
reportado coeficientes de endogamia y diversidad similares en un rango altitudinal
(Oyama 1998, Bingham & Ranker 2000). De hecho, recientemente Garcia-Camacho y
Totland (2009) mostraron que no hay diferencia en el nivel de limitacién de polen entre
la flora que crece sobre y por debajo del limite arboreo. En contraste con la hip6tesis
de aseguramiento reproductivo, existe la hipétesis del incremento de la probabilidad de
polinizacién, que predice que un incremento en la atractividad fioral y en la longevidad
floral (Bliss 1971, Arroyo ef al. 1985, Fabbro & Korner 2004) a mayores alturas podria

estar compensando la escasez de polinizadores.

En el género Chastanthera, en contraposicion a la hipdtesis de aseguramiento
reproductivo por autocgamia no se encontrd que existiera mayor incidencia de la
autogamia en los pisos vegetacionales mas altos, a pesar de que se ha documento
limitacién de polen en Chaetanthera renifolia (Torres-Diaz et al. 2011), especie
alfoandina que no es autégama. Teniendo en cuenta la evolucion correlacionada del
sistema de reproduccién y la forma vida, ello indicaria que el fuerte efecto de la forma
de vida en los sistemas reproduccién en Chaetanthera no permite la adquisicién de
autogamia en muchas especies perennes, aun cuando hay limitacién de polen.
Tampoco encontramos fuerte evidencia para la evolucién correlacionada de dos
potenciales rasgos compensatorios (ndmero de évulos - Burd et al. 2009; drea total de
la cabezuela, atractividad - Arroyo et al. 2004; Fabbro & Kérner, 2004) para paliar las
bajas tasas de polinizacién a mayor altura, sin embargo cuando no se considera el
efecto filogenético, se encontrd una correlacién significativa entre el nimero de dvulos
y la altitud en aquellas especies dependientes de polinizadores. Pese a que se han

datado cambios morfoldgicos y en la asignacién de recursos a las flores en un
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gradiente altitudinal (Baonza & Malo 1997, Fabbro & Korner 2004, Maad et al. 2013),
para el caso del género Chaetanthera se observd que el tamario de la cabezuela es un
rasgo muy conservado; es decir que los patrones de similitud en el area del capitulo
son explicados completamente por las relaciones de parentesco entre las especies.
Estudios anteriores muestran que Ia morfologia floral es un rasgo mas bien labil
(Armbruster 1992, Prather 1999), incluso en la misma familia, se ha observado que las
estructuras reproductivas muestran mucha mayor labilidad evolutiva que las

estructuras vegetativas de las especies (Kimball & Crawford 2004).

Finaimente, no es descartable que otros mecanismos estén compensando la
polinizacion erratica que ocurre a mayores alturas en el genero Chaetanthera. Uno de
estos mecanismos puede ser una prolongacion de la longevidad floral, o del tiempo en
que la flor permanece abierta y disponible para ia polinizacién, la cual se ha observado
que ocurre en ambientes con menor polinizacién a mayores altitudes (Arroyo et al.
2013, Weber & Goodwillie 2013). De hecho se ha mostrado que en C. renifolia, una de
las especies con cabezuelas mas grandes del género, y que crece sobre los 3000
msnm en los Andes de Chile central presenta estigmas que pueden mantenerse

receptivos hasta 28 dias cuando no ocurre la polinizacién (Torres-Diaz ef al. 2011).




CONCLUSIONES

En Chaetanthera, lo (inico que impide que ocurra la autofecundacion es el sistema
de incompatibilidad genética, pues no se observa que existan especies altamente
compatibles pero con valores intermedios de autogamia, excepto para el caso de

C. flabeliifolia,

En Chaetanthera la evolucion del sistema reproduccion permanece poce claro,
aunque podria estar ocurriendo una restauracién del sistema de incompatibilidad,

a partir de la incompatibilidad parcial.

En Chaetanthera la evolucién de la autogamia esta correlacionada positivamente

con la evolucién de una forma de vida anual.

En Chaetanthera no hay correlacion entre la evolucion del hébitat con el sistema
reproductivo, ni tampoco con la evolucidén de rasgos florales que compensen la

disminucién de la polinizacién a mayores altitudes.

A mayores alturas, las especies dependientes de polinizadores muestran un mayor

nimero de Gvulos o floretes por capitulo que las especies a bajas elevaciones.

56
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La principal contribucion de esta tesis fue mostrar evidencia que sugiere que el sistema
de autoincompatibilidad en Chastanthera es recuperable, aunque no es claro si a partir
de un ancestro autocompatible o parcialmente incompatible. De esta manera ademas
se plantea la interrogante del valor evolutive de Ia autoincompatibilidad parcial, el cual
puede ser un estado de transicion o un estado estable del sistema reproductivo en este
genero. Por otra parte se mostré que en el genero la morfologia esta fuertemente
determinada por la filogenia, por lo que es poco probable que este sea un factor
modulado por fuerzas externas, como la disponibilidad de polinizadores. Otro aspecto
interesante es que en este grupo pareciera ser que no existen mecanismos
morfoldgicos o temporales que inhiban la autopolinizacién, por lo que la autogamia esta
fuertemente asociada a la potencia del sistema de incompatibilidad genética que

presentan los taxa.

Las observaciones realizadas en terreno nos sugieren que ya que a mayores alturas no
hay aseguramiento reproductive mediante la autogamia, pero tampoco hay cambios
morfoldgicos que ayuden a contrarrestar el efecto de la baja polinizacién, entonces
puede que existan ofro tipo de mecanismos compensatorios, como por ejemplo el
alargamiento de la longevidad floral. Esto suponiendo que en el género Chaetanthera a

mayor altitud disminuye la tasa de visita de polinizadores.
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ANEXOS

Anexo . Significancia estadistica de las correlaciones estudiadas con y sin PICs.

Con PICs Sin PICs
Todas las Sin Todas las Sin
especies autogamas especies autégamas
Rasgos comparados t p t p t p t p

Area total - Afractividad 47,6 <0,001 360 <0001 420 <0001 28,1 <0,001

Area total — N° de dvuies 6,3 < 0,001 56 <0,000 142 <0,001 10,1 <0,001

Area total — 0,7 n.s. 0,6 n.s. -1,7 n.s. 0,9 n.s.
Autocompatibilidad
Area total - Autogamia  -1,3 n.s. -03 n.s. 30 <001 086 n.s.
Atractividad - N° de 59 < 0,001 52 <0001 114 <0,001 79 <0,001
dvuios
Atractividad - -0.7 n.s. 0,6 n.s. -1,8 0,08 0,8 n.s.
Autocompatibilidad
Atractividad - Autogamia  -1.2 n.s. -0,3 n.s. -3t <001 06 n.s.
N° de dvulos — -1,4 n.s. 1,1 n.s. -1,3 n.s. 1,2 ns.
Autocompatibilidad
N° de 6vulos — -20 0,06 1.1 n.s. 272 < 0,05 0,1 ns.
Autogamia
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