WCH ~ FC
doc - ERE
RISS

< 4

EVOLUCION DE CARACTERES FLORALES RELACIONADOS
CON EL SISTEMA DE REPRODUCCION EN EL GENERO

ALSTROEMERIA L. (ALSTROEMERIACEAE) EN CHILE

Tesis
entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de

Doctor en Ciencias con mencién en Ecologia y Biologia Evolutiva

Facultad de Ciencias
por
Denise Fiseite Rougier Herrera

Marzo, 2005

Tutor de Tesis:
Dra. Mary Kalin Arroyo

Co-tutor de Tesis:
Dr. Rodrigo Medel Contreras




FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la escuela de Postgrado de la facultad de Ciencias que la Tesis de
Doctorado presentada por el candidato

DENISE LISETTE ROUGIER HERRERA
Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacion de la tesis como requisito para

optar al grado de Doctor en Ciencias con mencion en Biologia, en el examen de Defensa
de Tesis rendido el dia 19 de Enero de 2005

Director de Tesis:

Dra. Mary Kalin Arroyo /{ ' - //% {‘((C Z/ '

Sub Director de Tesis:

Dr.RodrigoMedel st . S
Comisién de Evaluacion de la Tesis
Dr. Juan Armesto (Presidente)

Dr. Rodrigo Vasquez

Dr. Francisco Squeo

Dr. Alberto Veloso




A mis padres, Lucia y Alfonso,

por enseriarme el amor incondicional

A Dieguito,

por existir



AGRADECIMIENTOS

Al final de este camino, siento la necesidad de expresar mi gratitud hacia
muchas personas e instituciones que ayudaron en mi formacién académica.

En la Universidad Catdlica, las profesoras Gloria Montenegro y Guacolda
Avila me hicieron descubrir el fascinante mundo de las plantas y reforzar mi amor
por la docencia. Para ellas, una enorme gratitud por lo que aprendi.

En la Universidad de Chile, agradezco a todos los profesores que
participaron en mi formacion como Botdnica, especialmente a mis tutores Mary
Kalin y Rodrigo Medel, y a Juan Armesto y Ramiro Bustamante. Asi también, mil
gracias a mis compafieros del grupo de Botdnica. De cada uno de ellos recibi, a lo
menos, una sonrisa o una palabra de dnimo y, de la gran mayoria, muchisimo mds que
eso. Gracias por la estimulante convivencia intelectual que siempre senti como
constructiva y no como competitiva. Gracias por esos entretenidos almuerzos y
reuniones sociales que estdn grabados en mi memoria. Gracias especialmente a
Fernanda, compafiera de angustias y alegrias; a Claudia y Tofio por su preocupacién;
a Anita Maria y Carolina, por estar siempre dispuestas a ayudar; a Alejandro y a
Felipe por su estimulo y asesoria en temas varios: a Carezza y Paola por su ayuda y,
a la distancia, a Carmen. A Juan Valencia, por su bondad.

En el desarrollo de tesis, deseo agradecer muy profundamente a mi tutora,
Mary Kalin, por brindarme muchas oportunidades de desarrollo en su laboratorio,
por su rigurosidad y por esos inolvidables vigjes a terreno en que conoci un poco
mds de la flora de Chile. A Rodrigo Medel, mi cofutor, por su rigurosidad
intelectual, su paciencia y buena disposicién. A la Comisién de Tesis, por el espiritu
constructivo con que apoyaron el desarrollo de ésta. A Mark Hershkovitz, por

permitirme desarrollar la filogenia molecular de A/stroemeria en su laboratorio,

iii



poniendo toda su energia y experiencia al servicio de este trabajo. A Cristian
Zavaleta, por su gran ayuda y paciencia en el trabajo de laboratorio. A aquellos que
colectaron alstroemerias para mi (ademds de mis tutores, 6. Arancio, R, Pinto, A. M.
Humafia, M. Gomez, M. Hershkovitz, F. de la Barrera, M. Camargo de Assis). A la
Universidad de Concepcién y al Museo de Historial Natural de Santiago, por
permitirme visitar sus herbarios y a la Sra, Mélica Mufioz, por compartir sus
conocitmientos y experiencias sobre este género. A Boris Fuenzalida, amigo y
compafiero de varios viajes de terreno, por ayudarme y brindarme su apoyo y buen
humor en duras jornadas en el campo.

Agradezco a las instituciones que financiaron mis estudios: Beca Doctoral
CONICYT, Proyecto FONDECYT N° 2010039, Fundacién Mellon, Nicleo Milenio
"Centro para Estudios Avanzados en Ecologia y de Investigacién en Biodiversidad ®
(CMEB, P99-103-F-ICM), Beca Milenio de Término de Tesis, Proyecto FONDECYT
N° 1000909 (M. Hershkovitz). A la Corporacién Nacional Forestal (CONAF) por
permitirme visitar Parques y Reservas Nacionales en busca de material de estudio |
como asi también a los guardaparques por su hospitalidad y por compartir sus

conocimientos sobre la flora del lugar.

He dejade para el final los agradecimientos que siento como mds
importantes: hacia mi familia, mis amigos y mi circulo mds cercano. Sin duda alguna,
haber iniciado y terminado este proyecto no habria sido posible sin el soporte de
todos ellos. A mi madre, le agradezco haberme contagiado su amor a la naturaleza y
su capacidad de admiracién. A mi padre, su constante estimulo para desarrollarme
intelectualmente. A ambos, su incondicional apoyo en cada proyecto que he iniciado
y el haber formado una familia tan hermosa de la que soy parte.

Mil gracias a mis queridos hermanos Paulette, Jacqueline, Alfonso y Michelle

por entender, animar y respetar a esta hermana que a sus “treinta y tantos....." atin

\___—iv—




estudiaba. Gracias por la preocupacidn, carifio y constante estimulo que me han
dado en estos afios. Al ya no estar mi madre presente, le agradezco profundamente
a Olivia, esposa de mi padre, su alegria, optimismo y apoyo, y el facilitar que la
familia siga unida. Agradezco también a todos mis queridos, grandes y pequefios,
sobrinos Caroling, Cristina, Andrés, Ignacio, Florencia, Constanza, Paulette, Belény

Cristdbal por interesarse en el trabajo de su tia.

En mi circulo hogarefio mds cercano, un agradecimiento infinito a mi hermana
Paulette. Con un amor a toda prueba, ella asumié amorosamente el cuidado de mi
hijo Diego, en momentos en que no pude estar. La tranquilidad de saber que él
estaba en las mejores manos me permitié continuar. Ademds, me apoyé y estimuld
en todo momento. Gracias a Sergio, mi cufiado por su inmensa ayuda con Diego y por
permitirme combinar mis estudios con sus ricos asados. A Carolita, mi sobrina, por
sus palabras de dnimo y ayuda con Diego. A Dina, nana de Diego, por el amor puesto

en su labor.

Muchas gracias a Caco, mi cufiado, a Monserrat, a Kiko, a Mario, a Alejandro
y ami tia Mafi por su interés en mi trabajo. A mi amiga Verito, compafiera de largas
tertulias, por su amistad a toda prueba. A Patricio, padre de Dieguito, por sus
" buenos consejos durante todo el desarrollo de mis estudios y su apoyo en momentos
claves.

Finalmente, le doy gracias a mi hijo Diego por ser un nifio precioso, que
crecié junto con esta tesis. Gracias por entender el trabajo de su mamd y por
ayudarme entusiastamente en los viajes a terreno. Gracias por maravillarme con su
curiosidad y su capacidad de observacién. Gracias por regalarme dia a dia su
alegria, amor y ternura. Ello ha sido un motor fundamental para la realizacién de
esta Tesis.....

IGRACIAS A TODOSI



INDICE DE MATERIAS

Indice de Materias............coceeeerervereesennen. e eereererettetrar e r—————— crerrrererersenVi
Lista de Tablas. ... .o.vveivireiiierereirrnenririresiriveirensnreneneensnns erreseesneesaernseennnVill
Lista de Figuras.....coovvveveveieniierrevenieenecnnnns e ettt e rereseseseenX
Lista de Simbolos, Abreviaturas o Nomenclatura..................... OTOUPOTUR « 4 '
Resumen en espafiol......cvviieiiiieieieniicerininarannne... e ereereeaeaeananas AR 4%

Resumen en inglés (AbStract).....ccvrvrerrrreereenerinnnnrnenennns vevereenestrtesenneneees e XVill

Introduccion General........c.ovvviieiiieiiviniiriiierenens eeeerereeitre e rraaas SR |
HIpOtesiS. .. vuieiuiiiiiiiriraiiiiiceci e reneneanan eereerre e reararaena TR L |
Objetivo general y objetivos especificos......... reerreeeieee e e aaas R SPTRTR |
Modelo de estudio: género Alstroemeria ................... e erreeretetiateberaearananaas O
Capitulo 1. Relaciones filogenéticas entre las especies chilenas del género Alstroemeria
Introduccion...ocvevvneerienenineeneneacnnn.. Cerereetiitireaereeaaaans PPN L.
Materiales y Métodos.........cocoeevenennnnnn.. ettt tat e .
Resultados.....coeevvrniiniieiiiiiiiniininnennn. eeereiereriteiirerraeeeaans cerrrrenenend8

DISCUSION. ¢ tvtvirereieeeinereneeieenanerennen e atteitsieereeraannn S USPR. X |




Capitulo 2. Razén polen-6vulo y sistema reproductivo en el género Alstroemeria de

Chile.
I OUCCION c e tee et eeeeetenietet et etrear e rarateraeaenenneessssssnenarnsareneanensarnns 60
Materiales Y MEt0dos....cociniiiii i e e ee e e e e aaes 64
ReSUIAA0S. . ettt et en e r ettt e aeennen 70
DISCUSION. 1. vtererererieeiererenenereretetrnenenratseseenrnesessresasnrararerecanrasnsnse 83

Capitulo 3. Evoluciéon de caracteres florales y razén polen-6vulo en el género

Alstroemeria de Chile.

It OQUCCION. . est v ee et er et etaeaetenenarnesernranenenssssseessnrnseneneensnserens 96
Materiales ¥ MEIOAOS. .. vuviuirrieriiiniiiiiiic e ir e eree e eaeen s 103
] LT (o T O TPPUTUU 110
DDISCUSIOM. et uaurererennnrnenearanensnsensssssneensnenensaennessssnsassenenssnrarnsessens 123
DiSCUSION GENETAL. .. v uiiiteenietiiitie e eeeserern et setarararaereearesanensasnsnsnn 128
COMCIUISIONES. ...t vvteieiee ettt eiees et et s et tenenetenestneneneseenensnsresansasssennns 134
S (151 [ - T SO UUTP ORI 136
ANEXO 1. Calculo de 1a1azom P/O...uuiueveiiiiiiii it iiievseeeesetasnneneneanenennens 166

vii



LISTA DE TABLAS

Tabla 1.1. Taxa de Alstroemeria incluidos en este estudio y taxa de grupo externo. La
localidad incluye pais, regidn politica, provincia y otros detalles. Se incluye las dos

clasificaciones més recientes de las especies chilenas del género............cccccvuevnennn. 25

Tabla 2.1. Promedio de mimero de granos de polen por antera para 6 especies de
Alstroemeria y ANDEVA de dos vias con comparaciones miltiples entre promedios de
antera (Test de Tukey). Las letras del mismo tipo indican ausencia de diferencias
significativas. A= comparacién entre todas las anteras (ANDEVA de 2 vias), B=
comparacién entre los dos verticilos de anteras (ANDEVA anidado de 3 vias).

Fp<0,05; Fp<0,01; %% <0000 uuininiiiie i e e 71
Tabla 2.2, Numero de granos de polen, nimero de 6vulos y razén polen-6vulo para taxa
chilenos de Alstroemeria. Los valores corresponden a promedios + 2EE. La

nomenclatura es la misma que en la Tabla 1.1.......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiee i eneeeeaenne, 73

Tabla 2.3. . Resultados de los cruzamientos controlados en 5 especies de Alstroemeria.

Se muestran los resultados de los tratamientos de polinizacién cruzada manual,

viii



autopolinizacién manual y autopolinizacién automatica. El nimero de flores recuperadas

disminuyd debido a herbivoria........coivuie i e 77
Tabla 2.4. Indice de autofertilidad (JAF) para taxa de Alstroemeria.........oueevvvvvvs o, 81

Tabla 3.1. Tamafio y factor de forma floral para 21 taxa chilenos de Alstroemeria. La

nomenclatura es la misma que la contenidaenla Tabla 1.1.....ccvveivverevninenvnrnnnes 111

Tabla 3.2. Valores del parametro lamda para cada uno de los caracteres y test de razones
de maxima verosimilitud que compara un modelo de ausencia de efecto filogenético en
la evolucidén de caracteres (H,) con A= 0 con el modelo en que A se estima con méxima

verosimilitud. *¥p< 0,05; **p < 0,01; **#p < 0,001....ceveirieirrieinirneneieenessiressnens 114

Tabla 3.3. Test de razén de méxima verosimilitud que compara el modelo no direccional
(Ho) con el modelo direccional de cambio evolutivo (Hj), con A estimados

simultineamente por maxima verosimilitud. *p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001......114

Tabla 3.4. Correlaciones entre caracteres florales y reproductivos bajo un modelo de
cambio evolutivo no direccional, Valores de p de los test de razones de mdaxima
verosimilitud que compara el modelo de evolucién independiente (H,) con el modelo de |
evolucion correlacionada (H;), con A estimados simultineamente por maxima

verosimilitud. . *p< 0,05; *¥*p < 0,01; ##*p <0,001.....ccirrrerirriereenerainerrnenrenn 114

ix

O




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 (Introducci6én General). a) Factores correlacionados al grado de autogamia y

exogamia en las angiospermas. b) Caracteres florales asociados con diferentes grados de

AULOZAMIA ¥ EXOZAIMII. 1.1 tverrnerenerornenracenssserserarnsesnsassssssssestssenrasnennnnesancnnsnens 2

Figura 2 (Modelo de Estudio). Esquema de una flor tipo de Alstroemeria. Se indican los
verticilos externo con sus tépalos Al, A2 y A3 y el verticilo interno, con sus tépalos 11,

T2 Y UL. ceterveeieceeeeeetteseetesste s eemee e seeeeeesesereees e te s e eesseeeeere e esess et s 15

Figura 1.1. Sitios de colecta de los taxa chilenos de Alstroemeria incluidos en el presente

estudio. . Los nimeros corresponden a los taxa identificados en la Tabla 1.1 ............. 38

Figura 1.2. Especies de Alstroemeria segiin Mufioz y Moreira (2003) incluidas en el

presente estudio. Los mimeros corresponden a los indicados en la Tabla 1.1............. 39

Figura 1.3. Posiciones de los partidores y secuencia usada en este estudio. Se muestran

los partidores como flechas apuntando en la direccién de la polimerizacién que ellos

107 B o2 1o o DR 43




Figura 1.4. Filograma de uno de los 480 &rboles mas parsimoniosos resultantes del
analisis de maxima parsimonia de las secuencias del espaciador trnF-ndhJ, Los arboles
tienen 86 pasos y un indice de conmsistencia (CI) de 0,91 (0,88 excluyendo a los
caracteres no informativos) y un indice de retencién (RI) de 0,97. El niimero sobre las

ramas es el valor de bootstrap mayor que 50% para 500 réplicas..........ccvvevvervnnnn.s 50

Figura 2.1. Promedio del ntimero de semillas obtenidas por flor cruzada bajo
tratamientos de polinizacién cruzada manual, autopolinizacién manual y
autopolinizacién automdtica. Las letras del mismo tipo indican ausencia de diferencia
significativa en test de Mann-Whitney aplicado en cada especie por separado, con la

correccion de Bonferroni secuencial a un a = 10,05, 1..ouvrerernineeirrrenneeien e, 78

Figura 2.2. Regresién entre razén P/O ¢ IAF en 9 especies chilenas de Alstroemeria.
A.angRC= A. angustifolia ssp. angustifolia RC; A.aur= A. aurea; A.exe= A. exerens;
AligYL= Aligtu ssp. simsii YL; A.pal= A. pallida YL, A.pat= A. patagonica; A.pul=

A. pulchra ssp. pulchra; A umb= A, umbellata...............covovevunuan..... revestereenns 81

Figura 2.3. Esquema general del sistema reproductivo en las especies chilenas de
Alstroemeria indicando los tres factores principales que lo determinan: nivel de

autoincompatibilidad, autofertilidad y dicogamia...........vveunivnveneeenceneennerennnannn. 87

Figura 2.4. Razones P/O y sistema reproductivo. a) Razén P/O para categorias de

sistema reproductivo de Cruden (1977); b) Razén P/O para sistemas reproductivos

X1




propuestos para Alstroemeria; 1.~ taxa cuyo sistema reproductivo fue evaluado a través
de cruzamientos controlados mostrando las categorias reproductivas basadas en IAF, IAI
y estimacién de la protandria. E= exégama, M= mixta, A= autégama. IL.= taxa en que
sélo se conoce 1arazén P/O. Para d os especies 1a razén P /0 indicada ¢ orresponde al
promedio entre este estudio y otro previo (4. aurea; Aizen & Basilio, 1995 y A. palilida

YL, USIAE, 1982). . .vevreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeeeseeesesenseeee e 03

Figura 3.1. Grado de diseccién del contorno floral. Se muestra la variacién posible de
contornos florales en Alstroemeria y sus valores de factor de forma asociados. a)
contorno de corola semejante a un circulo con factor de forma igual a 1 y b) contorno de

corola complejo con factor de forma cercano a 0.......euvuiuiiniiiievenriereonrneenennns 104

Figura 3.2. Filograma de uno de los 9 arboles més parsimoniosos resultantes del analisis
de maxima parsimonia de las secuencias del espaciador trnF-ndhJ, para los 21 taxa de
Alstroemeria en los cuales se estudié la evolucién de caracteres. El niimero sobre las

ramas es el valor de bootstrap mayor que 50% para 500 réplicas...........evveuvennns 106

Figura 3.3. C orrelaciones entre caracteres florales y reproductivosd. r= coeficiente de
correlacion producto-momento de Pearson.......cc.ovvvvvvviniviiiieeinieeieeireeneensnnanss 116
a) tamafio de la corola y factor de forma floral. 1= 0,25 p= 0,28

b) tamafio de la corola y razén P/O. r= 0,34 p<0,13

¢) factor de forma floral y razén P/O. r=-0,29 p<0,20

xii



Figura 3.4. Reconstruccion de estados ancestrales del caracter tamafio de corola. La
reconstruccidn fue hecha con el criterio de parsimonia cuadritica implementada en el
programa Mesquite. El patréon de ramificacién dicotdmico, a nivel de los nodos

terminales, es arbitrario (VEr Fig. 3.2)..cviuiuiiiiiiiiiiieiieeie e e e e 119

Figura 3.5. Reconstruccion de estados ancestrales del caricter factor de forma floral. La
reconstruccién fue hecha con el criterio de parsimonia cuadratica implementada en el
programa Mesquite. El patrén de ramificacion dicotémico, a nivel de los nodos

terminales, s arbitrario ( Ver Figh 3.2) . uuier ettt re e erenn s 120

Figura 3.6. Reconstruccion de estados ancestrales del carcter razén polen-6vulo. La
reconstruccién fue hecha con el criterio de parsimonia cuadratica implementada en el
programa Mesquite. El patron de ramificacién dicotdomico, a nivel de los nodos

terminales, €s arbitrario (VEr FiZ. 3.2)..cuiiiiiiiriiiiiiie i ercrerenseeeeen e e eneen s 122

xiii



ANDEVA

ca.
pb
y col.

or:rS

PCR

LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS O

NOMENCLATURA

: cido desoxirribonucleico

: analisis de varianza

: &cido desoxirribonucleico

: aproximadamente

: pares de bases nifrogenadas de ADN

: y colaboradores

: grados, minutos, segundos, latitud sur

: grados, minutos, segundos, longitud oeste

: reaccion en cadena de la polimerasa (“polimerasa chain

reaction”

Xiv




RESUMEN

Existe una gran diversidad de sistemas de reproducciénde las angiospermas
y gimnospermas en las que se pueden distinguir desde individuos que requieren a
otro para reproducirse hasta aquellos que son capaces de autofecundarse,

determinando distintos grados de exogamia.

La flor constituye el érgano donde se lleva a cabe la reproduccién sexual en las
angiospermas y sus caracteres han sido interpretados, en numerosos casos, como
respuesta a las presiones selectivas por parte de los polinizadores. En correspondencia
con la estrecha relacién que existe enire el sistema de reproduccién y la morfologia
floral, se han documentado numerosas diferencias en los caracteres florales entre plantas

exogamas y antdgamas.

El presente estudio evalué la relacién entre Ia evolucidn del sistema de
reproduccion y la evolucién de dos caracteres florales, tamafio y grado de complejidad
del contorno de la corola, en el género Alstroemeria de Chile. Para ello, se construyo
una hipétesis de las relaciones filogenéticas de 30 especies chilenas del género (de un
total de 31; Bayer, 1987) basada en datos moleculares. Luego se determind el sistema de

reproduccién para las especies chilenas de Alstroemeria basado en cruzamientos
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controlados en el campo y ademés se us6 la razén polen-6vulo como un indicador del
sistema de reproduccién en otras especies. Se evaluaron dos caracteres florales, tamafio
floral y grado de complejidad del contorno de la corola, en individuos de 22 taxa.
Finalmente, se trazé la trayectoria evolutiva de los caracteres florales y de la razén
polen-évulo y se evalud la existencia de evolucion correlacionada entre los caracteres

florales y entre éstos y la razén polen-évulo.

La hipétesis filogenética de las especies chilenas del género Alstroemeria revela
la existencia de dos clados principales con una fuerte correspondencia geografica. Fl
sistema: de reproduccién en el género presenta una gran variabilidad, existiendo algunas
especies exdgamas, algunas autégamas y una gran mayoria con un sistema mixto. Los
caracteres florales tamafio y grado de complejidad del contorno floral también presentan
una gran variabilidad. Las trayectorias evolutivas del sistema de reproduccién, reflejada
en la evolucién de la razén polen-6vulo muestra la evolucién independiente en dos
oportunidades, de la autogamia, asociada a especies que habitan en los mérgenes de
distribucién del género en Chile. La trayectoria evolutiva de los caracteres florales
muestra evolucién tanto de corolas grandes como de corolas pequefias a partir del
ancestro y evolucién de diferentes grados de complejidad del contorno de la corola a
partir de un ancesiro comiin con valor intermedio. En todos los casos, las trayectorias
evolutivas de los caracteres, tanto florales como reproductivos, ponen en evidencia una

gran labilidad o dinamicidad evolutiva. Finalmente, la ausencia de una correlacién

evolutiva significativa entre los caracteres florales y entre éstos y la razén polen-6vulo,
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sugiere la existencia de otras fuerzas selectivas importantes, ademas de los

polinizadores, en la evolucién de esos caracteres.
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ABSTRACT

There is a great diversity of reproductive systems in angiosperms and
gymnosperms from individuals that require others for reproduction to others that present

self-fecundity, determining different degrees of exogamy.

The flower constitutes the organ where occurs the sexual reproduction in
angiosperms and their characters have been interpreted, in many cases, as a response to
the pollinator selective pressures. In correspondence with the close relation existing
between reproductive system and floral morphology, many differences in floral

characters have been reported in exogamous and autogamous plants.

The present study evaluated the evolutionary relation between the reproductive
system and two floral characters, size and degree of complexity of the flower outline, in
the genus Alstroemeria of Chile. For this purpose, we constructed a hypothesis of the
phylogenetic relations o £3 0 Chilean species o f the genus (from a total o f31; B ayer,
1987), based on molecular d ata. T hen, w e d etermined the reproductive system o fthe
Chilean species of Alstroemeria, based on field controlled crossings experiments, The
pollen-ovule ratio was also used as an indicator of the reproduction system in other

species. Two floral characters, flower size and degree of complexity of the corolla
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outline, were evaluated in individuals of 22 taxa. Finally, we trace the evolutionary
trajectory of the floral characters and pollen-ovule ratio and we evaluated the correlated

evolution among floral characters and between them and the pollen-ovule ratios.

The phylogenetic hypothesis of the Chilean species of Alstroemeria reveals the
presence of two main clades with a strong geographic correspondence. The reproductive
systems showed a great variability, being some species exogamous, some autogamous
and the majority having a mixed system. The floral characters -size and degree of
complexity of flower outline- were also highly variable. The evolutionary trajectory of
the reproductive system, reflected in the pollen-ovule evolution, showed independent
evolution in two opportunities of the autogamy, associated with species that live in the
margin of distribution of the genus in Chile. The evolutionary trajectories of the floral
characters showed evolution both of big and small coroilas from a common ancestor
with intermediate value. In all cases, the evolutionary trajectories of floral and
reproductive characters give evidence of their high evolutionary lability. Finally, the
absence of a significant e volutionary c orrelation among floral characters and between
them and pollen-ovule ratios suggest the existence of other important selective

pressures, besides pollinators, in the evolution of these characters.
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INTRODUCCION GENERAL

Las angiospermas y gimnospermas se caracterizan por una gran diversidad de
sistemas de reproduccion, los que van desde especies.cuyos individuos obligatoriamente
requieren de otro individuo para reproducirse, es decir, exdgamas, hasta aquellas que se
autofecundan habitualmente, es decir, autdogamas (Richards, 1997). Entre estos dos
extremos hay especies que mantienen sistemas mixtos en que ambos tipos de reproduccion

son factibles (Lande & Schemske, 1985).

El grado de exogamia/autogamia en las espermatdfitas se regula mediante diversos
mecanismos. Bien conocido es el sistema de antoincompatibilidad genética (Fig. 1a) que
genera procesos de aceptacién o rechazo de granos de polen provenientes de la misma
planta, a nivel del estigma o pistilo. Existen diversos tipos de autoincompatibilidad como
por ejemplo, la heteromdrfica, en que la autoincompatibilidad esta asociada a la posicién
relativa del estigma y las anteras dentro del mismo tipo de morfo floral presente en una
poblacién (Weller y col., 1995). La autoincompatibilidad homomérfica no esta asociada
con un morfo floral especifico existiendo dos tipos de ella, la esporofitica y la
gametofitica, segin el tipo de control genético de la incompatibilidad del polen (de

Nettancourt, 1977). Otro mecanismo importante que influye en el grado de

exogamia/autogamia es la hercogamia (Fig. 1a), es decir, la separacion espacial de




Figura 1. a) Factores correlacionados al grado de autogamia y exogamia en las
angiospermas. b) Caracteres florales asociados con diferentes grados de autogamia y

exogamia.

AUTOGAMIA ——i=sssssssssssssssssiimee—-  EXOGAMIA

a.
Sistemas de incompatibilidad genética
autocompatibilidad < »  autoincompatibilidad
Hercogamia
ausente < > presente
Dicogamia
ausente < =2 presente
) Dimorfismo sexual
bajo < > alto
b. Caracteres florales
mayor
Tamafio floral 4
menor « >
Simetria floral zigomoérfica

A
v

actinomorfica




estigmas y anteras, no pudiendo ocurrir autogamia o geitonogamia sin la participacion de
un insecto. Este rasgo es interpretado como un mecanismo secundario que promueve el
cruzamiento entre individuos genéticamente distintos (Richards, 1997). Ademas de la
separacién espacial entre las funciones femeninas y masculinas en una flor, puede existir
una separacion temporal de la dehiscencia de las anteras y de la receptividad del estigma
que se denomina dicogamia (Fig. 1a). Su funcién estarfa asociada, por una parte, con
reducir la autogamia en especies autocompatibles (Richards, 1997) la que conlleva una
disminucién en la adecuacion biolégica debido a la endogamia (Darwin, 1876; Husband
& Schemske, 1996) y por otra, con reducir la interferencia entre las funciones femenina y
masculina dentro de la misma flor o dentro del mismo individuo (Bertin, 1993; Barrett,
2002). Finalmente, el dimorfismo sexual (Fig. 1a) se constituye en un tipo de sistema
reproductivo en el cual la funcién femenina y masculina estin separadas dentro del
mismo individuo o en individuos diferentes, siendo la dioecia el ejemplo exiremo donde

se asegura el cruce entre individuos diferentes (Richards, 1997).

Tradicionalmente la autoincompatibilidad y por ende, la exogamia se consideran
basales en las angiospermas y la autogamia es considerada como una condicién derivada
(Stebbins, 1958, 1970; Short, 1981; Richards, 1997). Se ha planteado que el sentido
evolutivo seria unidireccional desde la exogamia hacia la endogamia (Lewis, 1954;
Stebbins, 1957), por lo tanto, si se consideran especies relacionadas, las autdgamas serfan
derivadas de las exdgamas (Lewis, 1954; Stebbins, 1957). En un estudio basado en
variacién en los sitios de restriccion de cpDNA de Amsinckia, Schoen y col. (1997)

encontraron que la adquisicién de la autocompatibilidad es de origen reciente a partir de




ancestros exdgamos. En Pontederiaceae (Kohn y col., 1996) un estudio revela que dentro
de un linaje 1a aparicién de 1a antogamia h a o currido mltiples v eces, aunque algunos
taxa autogamos pueden ser de larga existencia. Cambios en el mismo sentido se han
encontrado en especies herbaceas (e.g. Onagraceae, Oxalidaceae, Polemoniaceae,
Gramineae) donde el cambio hacia autogamia ha evolucionado en conjunto con
ocupacion de habitat pioneros y temporales (Stebbins, 1957; Ornduff, 1972; Raven, 1979;
Grant, & Grant, 1965). Algo similar ocurre en Tarasa, donde Tate y Simpson (2004)
hallaron cambios desde exogamia hacia autogamia, asociados a ambientes de gran altura
en los Andes. Finalmente, la reconstruccion filogenética de Linanthus (Goodwillie, 1999),
basada en la region ITS del rtDNA, revela pérdida de la autoincompatibilidad en cuatro
ocasiones lo que revela que el sistema de reproduccion es extraordinariamente dindmico.
Sin embargo, no todas las investigaciones de la historia evolutiva de los sistemas de
reproduccién han mostrado el patrén de evolucién unidireccional desde taxa exdgamos
hacia taxa autégamos. Armbruster (1993) en el género Dalechampia sugirié el origen de
la exogamia a partir de especies autégamas. Cambios en el mismo sentido encontré Bena
y col. (1998) usando secuencias ITS y ETS de rDNA en el género Medicago, en donde la
autocompatibilidad seria la condicion ancestral y la autoincompatibilidad habria
evolucionado secundariamente en linajes perennes. También se han encontrado cambios
en el sistema sexual en Bencomia en donde hay cambios desde dioecia a monoecia y
viceversa ( Helfgott y col., 2 000). Finalmente, Weller y col. (1995), en un estudio que
comprendi6 varias familias de angiospermas, mostraron que la autocompatibilidad fue

probablemente ancestral en las angiospermas. Los antecedentes presentados sugieren la

existencia de transiciones entre los sistemas de reproduccion exdgamos y autégamos, en




ambas direcciones, dentro de la historia evolutiva de un linaje. De este modo, tanto la
direccién como la frecuencia de cambio en el sistema reproductivo constituyen una

pregunta abierta de alto interés bioldgico.

El proceso reproductivo en la mayorfa de las angiospermas estd ligado a la
existencia de agentes polinizadores. La flor es el organo donde se lleva a cabo Ia
reproduccion sexual y presenta una variedad de caracteres que permiten atraer a los
agentes polinizadores bidticos y actuar como claves para discriminar entre distintos tipos
de flores (Dafni y col., 1997). Entre estos caracteres se cuentan color, fragancia, tamatio,
4rganos que producen néctar, forma, profundidad de la corola, orientacidn espacial y
altura sobre el sustrato (Dafhi y col., 1997). El tamafio floral ha mostrado tener una gran
influencia en la tasa de visita (Galen & Newport 1987; Stanton & Preston, 1988; Galen,
1989; Young & Stanton, 1990; Ashman & Stanton, 1991; Moller, 1995), en la tasa de
remocion de polen (Young & Stanton, 1990) y en los tiempos de bisqueda de
polinizadores bidticos (Spaethe y col.,, 2001). La forma floral puede describirse de
diferentes maneras siendo la més sencilla de ellas, la figura descrita por su perimetro. Es
asi como se habla de flores tubulares, con forma de campana, con forma de embudo o de
plato (Faegri & van der Pijl, 1979; Appanah, 1990; Dayanandan y col., 1990; Dafni y
col. 1997). Otro aspecto de la forma floral es la simetria. Basicamente, puede
distinguirse entre simetria radial (actinomdrfica), cuando la flor posee dos o més planos
de simetria que pasan por el centro de ella, y bilateral (zigomdrfica) cuando existe sélo
un plano que divide a la flor en dos mitades iguales (Dafni y col., 1997). Numerosos

estudios sobre preferencias, tiempos de manipulacién y formas de percepcién de la



simetria por parte de los polinizadores (Leppik, 1953; West & Laverty, 1998; Giurfa y
col.,, 1996; Wolfe & Krstolic, 1999) revelan diferencias entre ambos tipos de flores.
Menos atencion ha recibido la forma del contorno de la corola, la que puede variar desde
formas redondeadas, donde los pétalos se sobreponen mucho entre si hasta aquellas
donde esto no ocurre existiendo grandes hendiduras entre los pétalos (Herrera, 1993a).
Este caracter poco estudiado hasta la fecha, ha mostrado ser importante en la preferencia
de polinizadores (Hertz, 1935; Free, 1993; Herrera, 1993b; Kelber & Pfaff, 1997;
Johnson & Dafni, 1998) y en la produccién de frutos (Herrera, 1993a). En el presente

estudio a este caracter se le denomina “grado de diseccién del contorno de la corola™.

La dependencia que una planta tiene de polinizadores bidticos varia segiin el
sistema de reproduccion, siendo mayor en plantas con exogamia obligada y menor en
especies altamente autégamas (Cruden, 1977; Galen & Kevan, 1980). Dado que los
caracteres florales modifican fuertemente la atraccion y el comportamiento de los
polinizadores (Waser, 1983), el forrajeo de un polinizador es una de las fuerzas
selectivas mds importantes en la evolucién floral (Kevan, 1983; Waser 1983). Una
pregunta fundamental en la biologia de la reproduccion en plantas es la relacién entre ¢l
sistema de reproduccion y la morfologia floral (Fig. 1b). Concordante con lo anterior,
muchos estudios han documentado grandes diferencias morfolégicas en las flores entre
plantas ex6gamas y autégamas (Ornduff, 1969). Estas diferencias pueden evidenciarse
tanto en rasgos que influyen en la depositacién del polen, como por ejemplo, el grado de
separacién entre anteras y estigmas (Arroyo, 1973; Holtsford & Ellstrand, 1992;

Escaravage y col., 1997; Runions & Geber, 2000) y protrusién del estigma (Rick y col.,



1977; pero ver Shoen, 1982) como en el nimero de granos de polen producidos por una
flor (Ornduff, 1969; Cruden, 1977; Short, 1981; Wyatt, 1984b; Vasek & Weng, 1988).
Ademas, pueden existir diferencias en los caracteres asociados con la atraccién de
polinizadores y recompensa para polinizadores, como por ejemplo, el tamaiio floral y
cantidad y calidad de néctar (Ashman & Stanton, 1991; Cohen & Shimida, 1993).
Estudios que abordan el tamafio floral (Fig. 1b) han encontrado reduccién en el largo de
la antera (Rick y col., 1977) y en el tamafio de pétalos, estambres y pistilos (Wyatt,
1984a) en taxa autégamos. Se han establecido correlaciones entre un indicador del
sistema reproductivo, la razén polen 6vulo, con el tamafio de la corola (Ritland &
Ritland, 1989) la que no result6 significatica en Solanum (Mione & Anderson, 1992)
Con relacion a los parametros de forma floral, las flores zigomotficas promoverian la
constancia floral como resultado de un forajeo mas eficiente por parte de polinizadores
con un mejor nivel de coordinacién sensorial y motora y mejor capacidad de
manipulacién (Leppik, 1972, 1977; Laverty, 1980). Esta constancia floral promoveria, a
su vez, una mayor exogamia (Darwin, 1876)(Fig. 1b). Con relacién al grado de
diseccion del contorno floral, Herrera (1993a) encontré una asociacién con la
produccion de frutos y Dafni y Kevan (1997), en un estudio de 42 especies de la flora de

Israel, encontraron una asociacion con el tamafio floral, en que las flores mas pequefias

poseian una mayor grado de diseccion del contorno de la corola. Esto produciria en el -

sistema visual del polinizador un efecto de “encendido y apagado™ (“flicker”
aumentando la posibilidad de la flor de ser detectada por un polinizador. Sin embargo,
ain es una pregunta abierta si existe una asociacion entre el grado de diseccidén del

contorno de la corola y el tipo de sistema de reproduccién.




e,

En el presente estudio se evalia la relacion entre caracteres florales y el sistema
de reproduccion en €l género Alstroemeria en Chile, en un contexto evolutivo. Se eligié
el género Alstroemeria para estudiar la evolucion de caracteres florales asociados con el
sistema de reproduccién porque, en primer lugar, presenta una gran variacién
interespecifica en los caracteres florales (Bayer, 1987; obs. pers.). Segundo, presenta
variacion en su sistema de reproduccion (Arroyo & Squeo, 1990; Arroyo & Uslar,
1993). Finalmente, el género Alstroemeria es monofilético (Aagesen & S anso, 2003),
requisito indispensable para poner a prueba hipdtesis evolutivas. Se construyé una
hipétesis filogenética, basada en caracteres moleculares, que permitié determinar las
relaciones filogenéticas entre las especies y evaluar la trayectoria de los caracteres
florales y del sistema reproductivo. Los caracteres florales a considerar son el tamafio de
la corola y el grado de diseccion del contorno de ésta. Como indicador del sistema
reproductivo se usé la razdén polen 6vulo (Cruden, 1977), previa corroboracién de la
relacion entre éste y un indice reproductivo, obtenido a partir de cruzamientos

experimentales, en un conjunto de especies.

Se exploran las siguientes preguntas en este trabajo: ;existe evolucién
correlacionada entre €l tamafio y el grado de diseccidn de la corola? y, jexiste evolucién
correlacionada enfre estos caracteres florales y el sistema reproductivo?. Responder a
estas preguntas tomando en cuenta las relaciones filogenéticas entre las especies, permite
descartar el efecto de asociacién entre caracteres por herencia a partir de un ancestro
comiin (Mc Lennan, 1994; Martins & Hansen, 1997; Brown et al., 2000). Finalmente, y

dada la evidencia creciente sobre labilidad en la evolucién de caracteres, por ejemplo, del




sistema de reproduccidn, resulta interesante evaluar ;cudl es la direccién de cambio en la
evolucidn del sistema reproductivo y en la de los caracteres florales? Expresado de otra
manera, /existe evolucién de especies autdgamas a partir de ancestros exégamos vy,
viceversa? o ;pueden ancestros con flores de tamafio pequefio derivar a especies con
flores de tamafio mayor o, ancestros con flores con alto grado de diseccién floral dar

origen a especies con bajo grado de diseccion, o a la inversa?

Se espera que, si la fuerza selectiva de los polinizadores bidticos ha jugado un rol
importante en la evolucién del género Alstroemeria, un cambio de exogamia obligada a
autogamia (y menor dependencia de polinizadores) se asocie con una pérdida de
caracteres asociados con una mayor atraccion hacia polinizadores bidticos, por ejemplo,
disminucién del tamafio floral y un menor grado de diseccién del contorno de la corola.
Ademas, se espera que existan cambios en ambas direcciones tanto en el sistema de
reproduccién como en los caracteres florales. Si existe esta gran capacidad de cambio
evolutivo, se espera que si existen cambios en el sistema de reproduccion en ambas
direcciones dentro de un linaje, los caracteres florales cambien correspondientemente. El
estudio de 1a evolucidn de caracteres florales en un contexto filogenético, en especies de
un mismo género con distintos niveles de dependencia de polinizadores constituye un

medio rico para comprender la evolucién floral.
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HIPOTESIS

H1. El tamafio y grado de diseccidn de la corola, estarian correlacionados evolutivamente

con el grado de exogamia, en especies de Alstroemeria.

H2. El tamafio de la corola estaria correlacionado evolutivamente con el grado de

diseccién de la corola, en especies de Alstroemeria.

H3. Durante el tiempo evolutivo, los caracteres florales tamafio y grado de diseccién de la
corola y el grado de exogamia en Aistroemeria han experimentado cambios
bidireccionales, es decir desde corolas grandes hacia pequefias y viceversa, desde corolas
con alto grado de diseccion hacia bajo grado de diseccidn y desde la autogamia hacia la

exogamia y viceversa.

La construccidn de la hipotesis filogenética sobre la cual se basan todos los
analisis posteriores se describe en el Capitulo 1. La determinacién del sistema
reproductivo se describe en el Capitulo 2 y la evaluacién de los caracteres florales en el
Capitulo 3. El analisis de correlacién evolutiva y de direccionalidad del cambio evolutivo

se describe en el Capitulo 3.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacién entre el tamafio y la forma de la corola con el sistema reproductivo, en

Alstroemeria, en un contexto filogenético.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir una hipétesis filogenética, para las especies del género Alstroemeria en
Chile, basada en datos moleculares.
(Capftulo 1. Relaciones filogenéticas entre las especies chilenas del género

Alstroemeria)

2. Determinar la razén polen-6vulo para 22 taxa chilenos de Alstroemeria y
determinar el sistema reproductivo en algunas especies, a través de cruzamientos

en terreno, para establecer el rango de razén P/O de las distintas categorias

reproductivas en este género.
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(Capitulo 2. Razén polen-6vulo y sistema reproductivo en el género Alstroemeria de

Chile).

3. Determinar el tamafio floral y grado de diseccion del contorno de la corola en 21
taxa chilenos de Alstroemeria.

(Capitulo 3. Evolucion de caracteres florales y razén polen-6vulo en el género

Alstroemeria de Chile)

. 4. Bvaluar la existencia de evolucién correlacionada entre caracteres florales y el
sistema de reproduccién y la direccién del cambio evolutivo en distintos linajes
chilenos de Alstroemeria .

(Capitulo 3. Evolucion de caracteres florales y razon polen-6vulo en el género

Alstroemeria de Chile).
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MODELO DE ESTUDIO: GENERO ALSTROEMERIA

El género Alstroemeria es un género sudamericano de plantas herbiceas que en
Chile comprende 31 especies (42 taxa) (Bayer, 1987) algunas de las cuales son
compartidas con Argentina (Sanso, 1996) y con Peri (Brako y Zarucchi, 1993). El
género en Chile se distribuye desde los 22° S en la I Region hasta los 51° S en Ia XII
Regidn, siendo la zona central la que concentra un mayor nimero de especies (Bayer,
1987; Muiioz & Moreira, 2003). Los habitats ocupados por especies del género son
variados y van desde ambientes costeros, desierto, matorral mediterranco, bosques
templados hasta ambientes subandinos y andinos, cubriendo altitudes desde el nivel del

mar hasta los 3000 msnm.

El género Alstroemeria esta constituido mayoritariamente por hierbas perennes.
Solo dos especies, 4. graminea, distribuida en la costa del desierto de Chile (Bayer,
1987) y A. hygrophila (Meerow y col., 1999), que vive en el cenfro de Brasil, presentan
un habito anual. Las especies perennes presentan organos subterrdneos reservantes, ya
que sean raices engrosadas o rizomas. Los individuos presentan generalmente dos tipos
de tallos aéreos, uno estéril, que contiene frecuentemente muchas hojas y otro, fértil, que
normalmente alcanza mayor altura Yy que contiene hojas de menor tamafio. Tanto las

hojas del tallo estéril como del fértil pueden presentar o no resupinacion, es decir, una
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torsion cerca de la base o a lo largo de la lamina, que hace que la cara inferior de la hoja

mire hacia arriba (Bayer, 1987; Mufioz & Moreira, 2003).

Las flores de Alstroemeria estin dispuestas en una inflorescencia tipo umbela,
simple o compuesta; raramente las flores son solitarias. Las flores estin compuestas de
dos verticilos cada uno con tres tépalos. El externo esté constituido por los tépalos Al, A2
y A3, en general obtusos y més anchos y cortos que los internos y del mismo color (Fig.
2). El verticilo interno esté constituido por tépalos (I1, 12 y UL), en general, mas angostos
¢ incluso agudos, con manchas o rayas rojo-ptrpura-café, siendo los dos superiores los
mas largos y, a veces, con una banda amarilla ancha. La simetria floral es casi siempre
zigomorfica, principalmente a cansa de la posicién de los pétalos internos superiores
(Bayer, 1998) aunque se ha descrito, al menos una especie, argentina, cuya simetria no es
“definidamente zigomorfa™ (Sanso, 1 996). S in embargo, p uede afirmarse que todas las
especies chilenas son zigomorfas (Aagesen & Sanso, 2003; obs. pers.), aunque existe un
gradiente de formas florales notorio al comparar distintas especies, que van desde
aquellas mas redondeadas, en donde los tépalos se superponen entre si, a otras en que los
tépalos estdn mas separados, haciendo mas evidente su zigomorfia. Las flores poseen 6
estambres pertenecientes a dos verticilos (Heywood, 1993), cuyas anteras son basifijas e
introrsas, el estilo es filiforme y se separa en tres porciones cuando esti receptivo. El
ovario, inferior, es trilocular y forma una capsula del mismo tipo, que presenta
dehiscencia explosiva, con muchas semillas irregulares y con forma de globo en su

interior (Uphof, 1952; Garaventa, 1971). El color de las flores puede variar entre
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Fig. 2. Esquema de una flor tipo de Alsiroemeria. Se indican los verticilos externo con sus

tépalos A1, A2 y A3 y el verticilo interno, con sus tépalos I1, 12 y UL.

blanquecino, rosado, amarillo, naranja, rojo o plrpura, algunos de los cuales se deben a
los pigmentos del tipo antocianinas presentes en los tépalos (Nerbaek y col., 1996). De
los caracteres descritos, los de mayor importancia desde el punto de vista taxondmico son
los florales, por ejemplo, el color basico de la flor y la ornamentacion y la forma de los
tépalos, especialmente los internos superiores. Caracteres no florales usados con el mismo

fin son la presencia o ausencia de hojas resupinadas (Bayer, 1987).
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Una caracteristica importante presente en las flores de Alstroemeria es la
dicogamia, es decir, la separacién temporal de las funciones masculina y femenina,
especificamente, protandria, es decir, la maduracién de los estambres antes del pistilo
(Bertin & Newman, 1993). Esta condicién se ha constatado p ara diversas e species d el
género (Herbert, 1837; Uphof, 1940; Fryxel, 1957; Hunziker, 1991; Aizen & Basilio,
1995). Los estudios méas profundos en este tema han sido llevados a cabo por Aizen y
Basilio (1995), quienes describieron con detalle la etapas en el desarrollo secuencial de
los estambres y pistilo, en 4. aurea, y por Harder y Aizen (2004) quienes evaluaron, en la

misma especie, las consecuencias de la protandria desde el punto de vista reproductivo.

Las especies de Alstroemeria son polinizadas especialmente por abejas.
Alstroemeria pallida es visitada s6lo por himenopteros en la zona andina (Arroyo y col.,
1983) y por himendpteros, hemipteros y dipteros en el matorral montano (Uslar, 1982).
Alstroemeria aurea es visitada en el sector del Parque Nacional Nahuel Huapi (Argentina)
por Bombus dahibomii quien es responsable de més del 90% de las visitas (Aizen &
Basilio, 1998) y en Puyehue, por himendpteros y lepidépteros (Riveros, 1991).
Alstroemeria ligtu spp. simsii es visitada por himen6pteros y dipteros en el matorral de
Chile central (Botto-Mahan & Camacho, 2000) y por himendpteros y coleépteros en el
matorral montano (Uslar, 1982). Finalmente, A. patagonica, que habita en la estepa

patagénonica de Chile y Argentina es visitada s6lo por dipteros (Squeo, 1991).
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El género Alstroemeria tepresenta un interesante sujeto de estudio para los
objetivos de esta tesis. Presenta caracteres florales muy variables tales como el tamafio y
la forma (Bayer, 1987; obs. pers). El grado de diseccidén del contorno de la corola es un
caricter que ha sido poco estudiado con relacidn al sistema de reproduccién (Herrera,
1993a) y que ha demostrado ser de mucha importancia en la preferencia de polinizadores
(Johnson & Dafni, 1998). Si bien los estudios de polinizacién en este género son escasos,
la presencia de insectos, y especificamente himendpteros en este proceso, sugiere que los
caracteres florales antes mencionados pueden ser relevantes en la interaccidn polinizador-
planta. Con relacién al sistema reproductivo algunos estudios muestran la existencia de
distintas modalidades reproductivas, que van desde la autogamia hasta la exogamia
(Amroyo & Squeo, 1990; Arroyo & Uslar, 1993; Aizen & Basilio, 1995). Ademas, la
variacién en el tamafio de las anteras entre distintas especies (Bayer, 1987) sugiere
variabilidad en el niimero de granos de polen y esto, a su vez, puede estar relacionado con
variabilidad en el sistema reproductivo (Wyatt, 1984b; Ritland & Ritland, 1989). El
género en Chile estd conformado sélo por especies herbceas y, a excepcion de una, 4.
graminea, son todas especies perennes. Esta condicién resulta muy ventajosa pues un
aspecto que tiende a confundir el entendimiento de 1 os sistemas de reproduccién es 1a
relacién que existe entre éste y la longevidad de los adultos (Arroyo & Squeo, 1990;
Zhang, 2000; Morales & Galetto, 2003). Finalmente, es un género distribuido
pricticamente en todos los ambientes latitudinales y altitudinales de nuestro pais, en
donde tanto las condiciones bidticas (e.g. polinizadores) como abidticas (e.g. temperatura,

precipitaciones) varian. Esto sugiere fuertemente que las diferentes especies estin
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expuestas y adapiadas condiciones ecoldgicas diferentes generando patrones complejos de

evolucion de caracteres.
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CAPITULO 1. RELACIONES FILOGENETICAS ENTRE LAS

ESPECIES CHILENAS DEL GENERO ALSTROEMERIA.

INTRODUCCION

El género Alstroemeria es un género de plantas herbaceas que estan distribuidas
en Sudamérica en ambientes subtropicales y/o templados de Venezuela, Perti, Bolivia,
Argentina, Paraguay, Uruguay y sus centros principales de diversidad se encuentran en
Chile central y sudeste de Brasil (Aker & Healy, 1990; Sanso, 1996). El género contiene
un numero estimado de 74 especies, basado en los trabajos sobre Alstroemeria en Chile
(Bayer, 1987; Mufioz, 2000; Mufioz & Moreira, 2003), en Brasil (Meerow et al., 1999;
Assis, 2001, 2002, 2003; Assis & Mello-Silva, 2002), en Argentina (Sanso, 1996), en
Peri (Brako & Zarucchi, 1993) y de una resefia general del género de Aker & Healy

(1990).

Alstroemeria pertenece a la familia americana Alstroemeriaceae, establecida por
Dumortier en 1829, la cual contiene otros dos géneros. Bomarea tiene aproximadamente
100 especies, distribuidas desde México a Sudamérica (Mabberley, 1997) y con tres

representantes en Chile, B. dulcis (Hook.) Beauverd. y B. involucrosa (Herb.) Baker,
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distribuidas en la zona norte del pais y B. salsilla (L.) Mirb. en la zona central
(Marticorena & Quezada, 1985; Hofreiter & Tillich, 2002). El género Leontochir es
monotipico representado por Leontochir ovallei, especie endémica ubicada en la costa

desértica del norte de Chile (Marticorena & Quezada, 1985).

La historia taxonémica del género se inicia con Louis Feuillée, quien fue el
primero que describid especies ahora pertenecientes al género Alstroemeria. Primero las
clasifico como Hemerocallis, pero luego Linnaeus se dio cuenta que no pertenecian a
dicho género, estableciendo €l género en 1762 sobre la base del tipo de una de las
especies primeramente descritas, 4. pelegrina (Uphof, 1952). El nombre del género se
debe a su amigo Klas Alstrémer quien le llevaba semillas provenientes de Feuillée
(Uphof, 1952). Estudios del género incluyen revisiones hechas en el pasado por Herbert
(1837) quien menciona 29 especies (18 en Chile), Kunth (1850) quien reconoce 40
especies (26 en Chile) y Baker (1888) quien menciona 44 especies (23 en Chile). Mis
recientemente, Uphof (1952) incluye en su listado 62 especies para Sudamérica y 27 en
Chile. En el estudio de las alstroemerias de Chile, han realizado importantes
contribuciones Ruiz y Pavén (1802) quienes mencionaron 23 especies en Chile y Pert;
Gay (1853) quien menciona 26 especies y R. A. Philippi quien describié 30 especies
nuevas (1857, 1860, 1862, 1864, 1873, 1896). Mas tarde, Garaventa (1971) realizd una
revisién de las especies chilenas donde describe aguellas més representativas (19) y
Bayer (1987) escribi6 la 1iltima monografia exhaustiva donde reconoce 31 especies y un
total de 42 taxa. Recientemente, Mufioz (2000, 2003) agregd 3 especies y una variedad,

reconociendo, finalmente, Mufioz y Moreira (2003) un total de 33 especies (49 taxa).




21

En el transcurso de esta historia taxondmica han existido ciertas controversias.
Por una p arte, aunque 1a familia A Istromeriaceae fue reconocida p or primera vez por
Dumortier en 1829 y apoyada por otros (Hutchinson, 1959), el género fue agrupado
dentro de las Amaryllidaceae por Herbert (1837) y Baker (1888) y en las Liliaceae por
Buxbaum (1954). Actualmente, la familia Alstroemeriaceae se ubica en el orden Liliales
(Huber, 1969; Dahlgren et al,, 1985). Por otfra parte, han existido intercambios de
especies entre los géneros Alstroemeria y Bomarea (Xifreda & Sanso, 1992), y sélo
recientemente se ha establecido una buena delimitacion entre ambos (Sanso & Xifreda,
2001). Finalmente, también ha h abido intentos d e s eparar ciertas e species en géneros
nuevos. 4. graminea Phil. fue segregada en el género monotipico Tultalia E. Bayer
(Bayer, 1998) basado en el habito anual. Sin embargo, un trabajo filogenético reciente la
retiene dentro del género (Aagesen & Sanso, 2003). Otro caso es el de la especie andina,
A. pygmaea Herb., distribuida en Argentina, Peri y Bolivia, que fue segregada en el
género Schickendantzia Pax (Pax, 1890). Sin embargo, estudios filogenéticos, fenéticos,
cromosOmicos y de morfologia del polen apoyan su permanencia Alstroemeria
(Kosenko, 1994; Sanso, 1996; Sanso & Xifreda, 1999; Sanso, 2002; Aagesen & Sanso,

2003).

En Chile, el género Alstroemeria comprende 31 especies (42 taxa) segin Bayer
(1987) y 33 especies (49 taxa) segin Mufioz y Moreira (2003). De las especies
reconocidas por Bayer (1987) un 71% son endémicas, a excepcion de las 5 especies

compartidas con Argentina, 4. andina ssp. venustula, A. aurea, A. pseudospathulata, A.

patagonica y A. presliana Herb. (Sanso, 1996) y 4 especies compartidas con Pert, A.
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ligtu L., A. pelegrina, A. recumbens Herb. y A. ;zialacea (Brako & Zarucchi, 1993). Un
estudio que abordo el estado de conservacion de las especies presentes en la IV Regién
(Squeo y col., 2001) estableci6 que, de las 17 especies (Bayer, 1987) presentes, 3 de ellas,
A. hookeri, A. leporina y A. pelegrina se encontrarian en la categoria de vulnerable. La
distribucién geografica del género en Chile abarca desde los 22° S en la I Regién a los 51°
S en la XII Region, presentando la mayor concentracién de especies en la zona central de
Chile lo que coincide con el area con clima mediterraneo segin di Castri y Hajek (1976).
Solo tres especies alcanzan el extremo norte del pais (4. futea, A. violacea y A. graminea)
y s6lo 4 se extienden mas alld de los 37° S (4. aurea, A. presliana ssp. australis, A.
pulchra ssp. lavandulacea y A. patagonica) [Mufioz y Moreira, 2003]. En contraste con la
amplia distribucién del género en Chile, la distribucién de la mayoria de las especies es
relativamente restringida, estando limitada a 1-2 grados o menos de extensién latitudinal
(Mufioz & Moreira, 2003). Las pocas especies ampliamente distribuidas son 4. qurea, la
que se ubica entre la VII y XI Regiones de Chile (Bayer, 1987), 4. patagonica, en la XII
Regién en Chile y més amplio ain en el lado argentinoy A. violacea, desde lal a III
Regidn de Chile y extendiéndose hacia el norte hasta Peri (Brako & Zarucchi, 1993;

Muiioz y Moreira, 2003).

Los estudios filogenéticos con datos moleculares y morfoldgicos son escasos en
la familia Alstroemeriaceae. Un estudio que abordé las relaciones filogenéticas dentro
de Alstroemeriaceae, basado en secuencias de ADN del gen del cloroplasto rps15 y en
datos morfoldgicos, establecié que tanto la familia Alstroemeriaceae, como los géneros

Alstroemeria y Bomarea eran monofiléticos (Aagesen & Sanso,1998). La resolucién
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obtenida para Alstroemeria fue baja, debido al bajo ntimero de especies utilizadas (17) y
el tipo de secuencia utilizada. Sin embargo, para las especies chilenas se pudo distinguir
dos clados concordantes con la ubicacién geogréfica, uno norte y otro con especies con
distribucion en la zona central y sur. En otro estudio, basado cn el anélisis de AFLP,
Han et al. (2000) evaluaron la diversidad genética dentro del género. Encontraron una
separacion entre las especies chilenas y las de Brasil, sin embargo, la sustentacion del
dendrograma no fue buena. Ademds se han levado a cabo estudios de relaciones
genéticas basadas en RAPD, utilizdndose principalmente variedades de cultivo y
especies silvestres (Dubouzet et al. 1997, 1998) con el objetivo de identificar el origen
de algunos cultivos. Sin embargo, 1a escasez d e d atos d e especies silvestres 1imita el

valor de dichos estudios en el contexto del presente trabajo.

La escasa informacién sugiere la necesidad de contar con una filogenia mas
robusta para las especies chilenas del género, que incluya un mayor niimero de especies
y que utilice caracteres que permitan una mejor sustentacion de los clados del arbol y
una mejor resolucion dentro de las particiones obtenidas. Una filogenia con estas
caracteristicas es fundamental para los objetivos de la presente tesis pues en ella se

trazara la evolucion de caracteres florales y reproductivos.
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MATERIALES Y METODOS

I. NOMENCLATURA
La taxonomia y nomenclatura de las especies sigue a Bayer (1987) aunque también se

presentan los nombres otorgados por Muiioz y Moreira (2003).

II. MUESTREO

Las muestras de ADN de las especies incluidas en el estudio se obtuvieron a partir de
colectas de material en las poblaciones naturales de las especies. Se obtuvo material de
un individuo de 30 especies (38 taxa) chilenas del género (Bayer, 1987). Para algunas
especies, se estudiaron individuos de dos o tres poblaciones. En la mayoria de los casos,
se utilizd tejido foliar. En aquellas especies en que las hojas se hallaban secas al
momento de la colecta, se colectaron frutos con semillas o yemas florales. Las muestran
se mantuvieron en silica gel. Las especies del género Alstroemeria incluidas en el
presente estudio como asf también las especies utilizadas como grupo externo se dan a
conocer en la Tabla 1.1. Las distribuciones geograficas de las poblaciones muestreadas
se indican en la Fig. 1.1 y las fotografias de las flores de cada taxon en la Fig 1.2. Como
grupo externo se utilizaron dos especies de géneros hermanos a Alstroemeria dentro de
la familia Alstroemeriaceae, especificamente, Leontochir ovallei y Bomarea salsilla

(Sanso & Xifreda, 1999). Se intenté usar como grupo externo especies brasileras del
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Figura 1.1. Sitios de colecta de los taxa chilenos de Alstroemeria incluidos en el presente

estudio. . Los niimeros corresponden a los taxa identificados en la Tabla 1.1.
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Figura 1.2. Especies de Alstroemeria segun Muifloz y Moreira (2003) incluidas en el

presente estudio. Los numeros corresponden a los indicados en la Tabla 1.1

1. A. andina andina 2. A. andina venustula 3.4 atfzgutftifolia 4. A. angustifolia
angustifolia angustifolia

"3 an
M<Hershkov)

5. A. angustifolia velutina 6. A. aurea

14. A. cummingiana 15. A. hookeri hookeri 16. A. hookeri 17. A. hookeri
maculata recumbens
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Figura 1.2. Continuacion

i Moreira

23. A. ligtu simsii 24. A. lutea 25. A. magnifica 27. A. magnifica
magenta magnifica

28. A. magnifica 29. A. pulchra maxima 30. 4. magnifica 31. A. pallida
sierrae tofoensis

32. A. cf. pallida 33. A. patagonica 34. A. pelegrina 35. A. philippii
albicans




Figura 1.2. Continuacion

36. A. philippii
philippii

N T ki ATCHIDALE

41. A. pseudospathulata 42. A. pulchra pulchra

49. A. umbellata

54. A. werdermannii  55. A. werdermannii
favicans werdermannii

39. A. presliana
australis

52. A. versicolor

56. A. zoellneri

41

45. A. schizanthoides
schizanthoides

53. A. violacea
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género Alstroemeria, sin embargo, no fue posible la extraccién de su ADN,

probablemente debido a la edad de las muestras de herbario

III. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ADN

Para la extraccién del ADN genémico, el tejido fue homogenizado con la ayuda de una
mini bagueta en un ambiente de baja temperatura proporcionado por nitrégeno liquido.
Para la extraccién del ADN se utilizd el DNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, California,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante con las siguientes modificaciones:
después de agregar el buffer AP2 se centrifugd 30 min a 30000 rcf y luego se agregd el

buffer AP3/E.

La region utilizada como marcador molecular es una zona del ADN de
cloroplasto ubicada entre el gen #rnF, que codifica para el ARN de transferencia
correspondiente al aminoacido fenilalanina y el gen ndhl, que codifica para la subunidad
de 30kD de la NADH-deshidrogenasa, llamada region espaciadora trnF-ndhJ. La técnica
usada para amplificar dicho fragmento fue PCR (“polimerasa chain reaction™), de
acuerdo a la metodologia de Hershkovitz y Zimmer (1987), siguiéndose dos estrategias

para obtener los fragmentos de la regién espaciadora truF-ndhl:

1. Se usaron los partidores 46951F (5'-GYTGGTAGAGCAGAGGACTG-3") y 47732R
(5-TGGATAGGATGGCCCTTAC-3") para obtener fragmentos de ADN de doble

hebra e inmediatamente, se llevo a cabo una amplificacidon para obtener fragmentos de
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ADN de PCR de una hebra, usando los partidores 46965F (5'-

GGACTGAAAATCCTCGTGTC-3") y 47732R (Fig. 1.3).

2. Se llevaron a cabo dos amplificaciones sucesivas que originan ADN de doble hebra.
La primera uso los partidores 46579F (5'-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC- 3%) and
47732R vy la segunda us6 los partidores 46951F (5'- GYTGGTAGAGCAGAGGACTG-

3%) y 47732R (Fig. 1.3).

Figura 1.3. Posiciones relativas de los partidores usados en este estudio. Los partidores

se muestran como flechas apuntando en la direccion de polimerizacién que ellos llevan

a cabo.
Espaciador
trnF ndhJ
F46579  F46951 F46965
...._..__..._{ |____
5" 3’

M—
F47732

Todas las reacciones de PCR se Ilevaron a cabo en un termociclador Eppendorf
(Modelo 5331, Mastercycler Gradient). Las condiciones de PCR para el segmento de

doble hebra cpADN #ruF-ndh] fueron las siguientes: una denaturacidn inicial a 97 °C
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por 45 s seguida por 2 ciclos de denaturacion a 96 °C por 30 s, apareamiento a 52 °C por
30 s y clongacion a 72°C por 2 min; 2 ciclos de denaturacion a 96 °C por 30 s,
apareamiento a 50 °C por 30 s y elongacién a 72 °C por 2 min; 26 ciclos de denaturacién
a 96 °C por 30 s, apareamiento a 48 °C por 30 s y elongacion a 72 °C por 2 min; un paso
de elongacion final a 72 °C por 7 min seguidos por 4 °C indefinidos. Las condiciones de
PCR para el segmento de hebra simple fueron las signientes: denaturacion inicial a 97
°C por 45 s, seguida por 21 ciclos de denaturacion a 94 °C por 1 min, apareamiento a 48
°C por 1 min y una elongacién a 72 °C por 2 min. En todas las reacciones de PCR se

utilizaron una rampa de 1,5 °C/s.

Las reacciones se llevaron a cabo usando 5 unidades de Taq polimerasa
(Fermenta y Promega Corp., Madison, Wisconsin, USA) en reacciones de 20 o 50 pL
con una concentracién final de buffer 1x PCR, 1 mM/L MgCl, 1 pM/L de cada partidor,
1 pM/L de dNTPs y 8% v:v DMSO. La mezcla de reaccién incluyé 10-20 ng de ADN

total.

Los productos de PCR de doble hebra se sometieron a electroforesis en gel al 1%
de agarosa y los de hebra simple al 2% de agarosa, en 0,5X de buffer TBE, usando
bromuro de etidio y luz ultravioleta. Se determiné el tamafio del fragmento obtenido
usando el estdndar ®X174 BsuRI (Fermentas) a una concentracién de 10 ng/pL. Se
corrieron controles negativos para detectar contaminacion. En cualquiera de las

estrategias descritas anteriormente, en la segunda amplificacién se usaron dos controles
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negativos, uno con agua y el otro con el control negativo de la reaceién de doble hebra,
Los productos de PCR se limpiaron usando precipitacién con 20% PEG 8000

(polietilenglicol, Sigma)/2,5 M NaCl y lavado con etanol.

Los partidores de secuencia utilizados fueron los mismos que los partidores de
amplificacién mas internos, es decir, el F46965 y R47732. Las condiciones de PCR para
la reaccion de secuencia fueron las siguientes: una denaturacién inicial a 96 °C por 30 s,
seguida por 35 ciclos de denaturacion a 96 °C por 10 s, apareamiento a 50 °C por 10s y
elongacion a 60 °C por 4 min; seguidos por 4 °C indefinidos. Los productos de PCR se
secuenciaron usando el ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit
(Perkin-Elmer Applied Biosystems Foster City, CA, USA), usando 10 ng de ADN. Los
productos de secuencia se precipitaron con etanol y acetato de sodio para remover el
exceso de “dye terminator” antes de ser secuenciados en un Secuenciador de ADN ABI
Prism 3100, de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. La mayoria de los taxa

fueron secuenciados en ambas direcciones.

La secuenciacién del espaciador de los genes #rnF-ndhJ fue el tercer intento de
obtener un marcador molecular para la construccidn de la hipétesis filogenética. Primero
se probo con los genes ITS (secuencia del transcrito interno) de los genes ribosomales
nucleares, los que revelaron un alto polimorfismo intragenémico y, en segundo lugar, se
probo con el gen waxy que codifica para la hidrélisis de amilopectina a amilosa, no

lograndose su amplificacion.
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IV. ANALISIS FILOGENETICO

La matriz de datos consistié en 56 secuencias correspondientes al grupo interno y 2
secuencias al grupo externo (Tabla 1.1). La edicion de las secuencias de ADN, en ambas
direcciones, se llevo a cabo en el programa Sequencer™ (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, Michigan, USA). Las secuencias se alinearon, en primer término, usando la
opcién de ensamblaje en el programa Sequencer y en segundo término, manualmente
usando el Programa BioEdit ver. 4.8.10 (Hall, 1999). Se excluyeron regiones al principio

y al final de las secuencias para realizar una alineacién mdas exacta.

Sellevé a cabo el andlisis d e mé&xima p arsimonia en 5 8 s ecuencias usando el
programa PAUP v.4.0 (Swofford, 2000). Se llevo a cabo una buisqueda heuristica con
adicion de secuencias al azar con 100 réplicas y la reorganizacion de las ramas con la
opcion de diseccién/reconeccion (“TBR branch swapping”). Todos los estados de los
caracteres se consideraron como no ordenados e ignalmente ponderados. Se agregd un
conjunto adicional de caracteres a la matriz de datos para indicar la presencia o ausencia
de inserciones o deleciones (“indels™) informativas, con un maximo de 4 alternativas
(modificado de Simmonds & Ochoterena, 2000). Estos caracteres adicionales también
fueron igualmente ponderados. Los “gap” se trataron como datos perdidos. Se
obtuvieron los arboles mdés parsimoniosos. Se calcularon las medidas estindares de
homoplasia [indice de Consistencia (CI) e Indice de Retencién (RD)]. Se determiné el
soporte para las ramas individuales con bootstrap. El analisis incluyé 500 réplicas. Se

realizé una bisqueda heuristica y la reorganizacién de las ramas con la opcién de
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diseccion/reconeccién (“TBR branch swapping™) limitindose el miimero de drboles a

100 arboles por réplica y reteniendo 10 &rboles en cada paso.




RESULTADOS

L. DESCRIPCION DE LA SECUENCIA Y DEL ALINEAMIENTO

Las secuencias alineadas de nucledtidos de 58 secuencias para la regién espaciadora de
los genes trnF-ndh] correspondié a un total de 776 caracteres. La recodificacién de
inserciones y deleciones potencialmente informativas (“indels™) produjo otros 15
caracteres, teniendo un total de 791 caracteres en la matriz de datos para cada taxon, de

los cuales 72 corresponden a sitios variables y 51 a sitios informativos para parsimonia.

Dentro del grupo interno, la regién espaciadora #rnF-ndhJ va desde 484 pb en A.
crispata, especie que presenta una gran delecién de aproximadamente 225 pb., hasta 726
pb en 4. magenta. La longitud de la regién espaciadora #rnF-ndh] entre el grupo externo
varia desde 718 pb en B. salsilla hasta 731 pb en L. ovallei. Dentro del grupo interno, la
comparacién entre pares de secuencias del porcentaje de divergencia de la regién

espaciadora trnF-ndh] vari6 desde 0 a 34,7% con un promedio de 3,61%.

II. ANALISIS DE MAXIMA PARSIMONIA
El analisis de 51 caracteres informativos en los taxa dio como resultado 480 arboles mis

parsimoniosos, de 86 pasos cada uno, uno de los cuales se muesira en la Fig. 1.4.
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Poseen un indice de consistencia de 0,91 (0,88 excluidos los caracteres no informativos)

y un indice de retencidn de 0,97.

Los datos apoyan la divisién de las especies chilenas de Alstroemeria en dos
clados (Fig. 1.4). Un clado estd constituido por especies distribuidas desde los 32° S
hacia el norte y otro, por especies distribuidas desde los 29° S hacia el sur con una

superposicién de 16 taxa segin la clasificacién y distribucién de Mofioz y Moreira

(2003). Ambos clados presentan un buen apoyo.

Figura 1.4. Filograma de uno de los 480 érboles mds parsimoniosos resultantes del
analisis de méaxima parsimonia de las secuencias del espaciador traF-ndhJ. Los arboles
tienen 86 pasos y un indice de consistencia (CI} de 0,91 (0,88 excluyendo a los
caracteres no informativos) y un indice de retencién (RI) de 0,97. El nimero sobre las

ramas es el valor de bootstrap mayor que 50% para 500 réplicas.




76

lutea

88

59

50

___ philipii CS

52 | philipii ID.

werdermannii PC.

| werdermannii LG
) graminea

935

—— polyphylia f ',

100

85

philippii PL
100

159 jandina andina
itk andina venustula

¢ crispata
schizanthoides SJ

cf. schizanthoides V
cf. schizanthoides MO

kingii

violacea
94

diluta chrysantha
magnifica TN
magnifica IS

magnifica magnifica BA
magnifica magnifica TN

— umbellata EY

umbeliata VN

51

-

66

umbellata P

—] ligtu simsii
ligtu incarnata
zoellneri

exerens VN

L spathulata

area TC
avrea PN

65

‘pseudospathulata

62

patagonica

—— magenia

— ligtu ligtu

— angustifolia angustifolia RC
angustifolia angustifolia Q
angustifolia velutina

leporina CP

cf. leporina M

pelegring -

magnifica maxima -

revoluia
cf. exerens PV
presliana australis

e presliana presliana

pulchra pulchra .

versicolor -~

pallida YL,

cf. pallida MP

earaventae

hookeri hookeri

hookeri cummingiana ~
hookeri recumbens +
hookeri maculata

— L. ovallei

1 cambio

V— B salsilla




51

El primer clado, que se denominar4 clado norte, contiene 3 subclados (Fig. 1.4).
El primero contiene especies ubicadas en la costa de la II Regi6n tal como A. graminea,
la tinica especie anual del género, y especies localizadas también en la costa, de la III
Regi6n, en una region limitada a 4 grados de latitud. La particién que incluye a A.
werdermannii'y A. philippii, queda definida por una delecién y una sustitucién y, aunque
presenta un bajo apoyo, muestra una separacion entre las poblaciones de 4. philippii CS
y A. philippii ID, esta tiltima ubicada en una isla (Isla Damas, frente a la costa de Ia IV
Regidén), y entre 4. werdermannii PC y A. werdermannii LC. Las poblaciones de A.
philippii ID y A. werdermannii PC poseen la misma secuencia. En el caso de A.
philippii, existe una tercera poblacion ubicada mas al norte que las otras (4. philippii
PL) que se separa claramente de las otras dos secuenciadas en este estudio. Un subclado
muy bien sustentado es el que incluye a A. polyphylla y A. andina con sus dos
subespecies: 4. andina ssp. andina y A. andina ssp. venustula. Esta particién queda
definida por la presencia de dos sustituciones y una insercién de 5 pb. 4. polyphylla es
una especie endémica de la precordillera de Los Andes y las subespecies de 4. andina
son taxa andinos de la III Regién, siendo 4. andina ssp. venustula compartida con
Argentina, Su separacién tiene un débil apoyo y estd definido por una sustitucién. Dos
especies, 4. lutea, la especie de mas al norte en Chile y A. violacea, localizada en la II
Region aparecen levemente diferenciadas del resto. Finalmente, existe un subclado con
buen apoyo, pero con mala resolucién dentro de €él, definido por seis sustituciones, que
incluye varias especies localizadas al sur de la IIl y en la IV Regiones, con una
distribucién este-oeste. Los 10 taxa incluidos en esta particidn, mis un clon de A.

schizanthoides (dato no mostrado Tabla 1.1, N° 44) presentan secuencias idénticas,
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generdndose una politomia. A. crispata presenta una gran delecidn, que abarca desde 1a

posicion 112 a la 361 de la alineacién.

El segundo clado, que se llamaré clado centro-sur, presenta un buen apoyo y
contiene tres subclados (Fig. 1.4). El primer subclado contiene tres poblaciones de A.
umbellata, y esta definido por una delecién de 4 pb y una sustitucién. Las tres
poblaciones estan localizadas equidistantes una de la otraen la zona central del pais,
especificamente en la zona andina, diferenciandose 4. umbellata EY por una sustitucion
de 1 pb. El segundo subclado contiene especies andinas tales como 4. exerens VN, 4.
spathulata y A. pseudospathulata, especies de altura de la Cordillera de la Costa tal
como 4. zoellneri, una especie de la Patagonia tal como 4. patagonica y taxa
precordilleranos o del valle central tal como A. aurea y A. ligtu ssp. simsii y A. ligtu ssp.
incarnata. Este grupo incluye a las especies con la distribucién méas austral, A.
patagonica, localizada en el extremo austral de Chile y 4. aurea que alcanza hasta la
region templada, al sur de los 38° S. El tercer subclado incluye una amplia variedad de
especies con una distribucién mediterranea y templada y otras, con una distribucién
semidesértica. Este grupo incluye tanto especies de la costa, como por ejemplo, A.
pelegrina, A. hookeri ssp. recumbens y A. hookeri ssp. cummingiana como una especie

andina, 4. pallida VN.




53

DISCUSION

Este analisis de la regién espaciadora de cloroplasto trnf-ndhJ es el primer
anélisis que incluye la mayoria (97%) de las especies chilenas de Alstroemeria (Bayer,
1987). Este estudio mostro que el espaciador trnF-ndh] del cloroplasto es una fuente itil
de caracteres para evaluar las relaciones filogenéticas en Alstroemeria aunque
desafortunadamente no es suficientemente variable para resolver cabalmente todas las
relaciones filogenéticas entre las especies. El resultado mas destacable del estudio
filogenético es el fuerte apoyo para la separacion de las especies chilenas en dos grandes
clados (Fig. 1.4) correspondientes con la distribucion geogréfica del género en Chile. Si
bien los estudios filogenéticos con géneros endémicos o que incluyan un mimero
importante de especies en Chile son escasos, se han encontrado correspondencias entre
filogenia y distribucién geografica muy fuertes en Malesherbia (Gengler-Nowak, 2002)
y en Schizanthus (Pérez et al., en preparacidn) y en algunos clados en Tropaeolum

(Hershkovitz et al., 2005).

Dentro del clado norte, uno de los subclados con mejor apoyo es el que incluye a
A. graminea and A. werdermannii como especies hermanas (Figs. 1.1 y 1.4), resultado
que es consistente con el de Aagesen & Sanso (2003). 4. graminea se encuentra en la

zona del extremo més seco de la zona de [luvias de invierno, especificamente en la costa,
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donde la sobrevivencia de las plantas depende de la humedad aportada por la neblina
costera. Este escenario de condiciones poco predecibles parece haber favorecido la
evolucién de la forma de vida anual con lo que se logra un periodo vegetativo mas corto
y una aceleracion de proceso de floracién. La otra especie en este clado, A.
werdermannii, distribuida un poco mas al sur, probablemente depende de eventos El
Nifio, que proveen de abundante lluvia aproximadamente cada 5 aﬁos‘, lo que sumado a
la presencia de raices tuberosas, le permiten persistir en el tiempo. En 1998, Bayer
segregd a 4. graminea a un nuevo género, Taltalia (Bayer, 1998), debido a su habito
anual y a la falta de raices almacenadoras. Sin embargo, nuestro trabajo, en forma
similar al de Aagesen & Sanso (2003) muestra a A. graminea dentro de particiones junto
a otras especies de Alstroemeria, entregando evidencia para retenerla dentro del género.
Si se elevara a A. graminea al nivel de género (Taltalia) esto transformaria a
Alstroemeria en un género parafilético (Fig. 1.4). El segundo clado con gran apoyo en
este grupo es el de 4. andina con sus dos subespecies y 4. polyphylla, especies andinas o

precordilleranas, respectivamente.

El marcador molecular usado en este trabajo posee un poder para segregar taxa
cercanos que es variable. En algunos casos, permite la separacién de poblaciones de la
misma especie (4. umbellata), o de algunas subespecies y variedades, e.g. A. ligtu, 4.
presliana, A. werdermannii y A. andina. Sin embargo, en otros, es incapaz de scgregar
en particiones distintas a especies diferentes. Es el caso de A. philippii ID y A.
werdermannii PC y de muchas especies contenidas en la politomia del clado norte como

por ejemplo, A. schizanthoides, 4. kingii y A. diluta ssp. chrysantha, que presentan una
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morfologia floral muy diferente. Sin embargo, también existen ejemplos donde la
cercanfa filogenética se asocia con una cercanfa en cuanto a la morfologia floral.
Ejemplos de esta situacion son 4. spathulata y A. pseudospathulata (Garaventa, 1971), y
A. ligtu ssp. simsii y A. aurea (Garaventa, 1971). Una situacién similar presentan A.
umbellata y A. spathulata (Garaventa, 1971), las que no pueden ser reconocidas en su
estado vegetativo. Similitudes también presentan 4. polyphylla y A. andina ssp.
venustula como fue destacado por Garaventa (1971) y Bayer (1987), en que la primera
podria ser una forma gigante de la segunda y, en ultimo término, 4. angustifolia y A.
hookeri mencionadas por Bayer (1987) quien discute que serian un complejo de
especies. Finalmente, existen similitudes morfolégicas, mencionadas por algunos
taxénomos, que no se ven reflejadas en la filogenia. Es el caso de 4. crispata y A.
patagonica (Garaventa, 1971) y, 4. magenta y A. magnifica (Bayer, 1987). Grau y
Bayer (1982) sugirieron que A. leporina podia ser una especie cercana a A.
schizanthoides y a A. crispata, sin embargo, nuestros resultados segregan a la primera al
clado sur-mediterréneo y a las otras dos ai clado norte. De lo anterior se deduce que los
cambios morfolégicos sélo a veces se acompafian de cambios en la secuencia de ADN,
lo que seria congruente con la ausencia de relacion entre la tasa de evolucién de
caracteres moleculares y morfolégicos, documentada en varias filogenias (Bromham et

al., 2002).

Existen numerosas clasificaciones taxondmicas que se han reevaluado a la luz de
hipétesis filogenéticas, basadas en datos moleculares, generadas con posterioridad (e.g.

Swensen y col., 1998; Savolainen y col., 2000; Patterson & Givnish, 2002; Kimball y
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col., 2003). Estos estudios se basan en la combinacién de al menos dos o tres
marcadores moleculares y en aquellos casos de clasificaciones de especies del mismo
genero, el estudio abarca varias poblaciones de la misma. El presente estudio, si bien
puede eniregar ciertas sugerencias respecto de la clasificacién de Alstroemeria, no
permite clarificar de manera cierta los problemas de clasificacién existentes dentro del
género. En primer lugar, se utilizé sélo un marcador y la situacién ideal serfa contar con
un andélisis combinado de dos o mas de ellos que refleje un patrén més consistente. En
segundo lugar, existe inconsistencia del marcador utilizado para separar especies que
son reconocidas como diferentes (dada su evidente diferenciacién a nivel floral).
Finalmente, el escaso nimero de poblaciones utilizadas por especie, sumado al bajo
nimero de cambios detectados en las secuencias ADN, no permite asegurar que dicho

cambio corresponda a un patrén general y no a una mutacién local.

Tomando en consideracion lo anterior, el presente trabajo permite s6lo hacer una
sugerencia sobre las nuevas especies, subespecies y variedades que se han descrito desde
la revision taxondémica de Bayer (1987). Nuestros resultados apoyarian la creacién de la
nueva especie 4. Jutea (Mufioz, 2000) y nuevas variedades para A. werdermannii, A.
werdermannii var, werdermannii y var. flavicans (Mufioz & Moreira, 2003). El cambio
de A. magnifica ssp. maxima a A. pulchra var. maxima, propuesto por Mufioz & Moreira
(2003) queda apoyado menos débilmente por cuanto este taxon aparece incluido en el
mismo clado que A. pulchra ssp. puichra y no en el que incluye a A. magnifica. La
dificultad de los taxénomos para delimitar las especies 4. magnificald. magenta, ha

llevado a que se hayan descrito como especies diferentes (Bayer, 1987) o como
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variedades dentro de la misma especie (Mufioz y Moreira, 2003). La inclusién de A.
magnifica en el clado norte y 4. magenta en el clado mediterraneo apoya su separaci6n,
en forma similar al caso anterior. Sin embargo, la delimitacién dentro de 4. magnifica
parece menos clara. El reconocimiento de variedades tales como 4. magnifica var.
tofoensis (A. magnifica TN en la Fig. 1.4) y A. magnifica var. sierrae (A. magnifica IS
en la Fig. 1.4) no aparece reflejada por el marcador utilizado en la construccién de la

hipétesis filogenética.

El anilisis filogenético de las secuencias del espaciador #rmF-ndh] muestra
algunas relaciones que son congruentes con Ia filogenia basada en datos morfolégicos y
moleculares desarrollada por Aagesen & Sanso (2003), por ejemplo, Ia estrecha relacién
dentro del clado centro-sur entre 4. angustifolia, A. hookeri, A. pallida, A. versicolor y
dentro del clado norte, entre A. graminea y A. werdermannii (Fig. 1.4). La inclusién de
pocas especies distribuidas en Chile en la filogenia de esas autoras, como asi también Ia
baja resolucién dentro de algunos clados impide hallar mas similitudes o desacuerdos
entre ambas hipdtesis filogenéticas., Han et al. (2000) en un anélisis de AFLP
enconfraron que 4. aureq estaba ubicada entre tres subgrupos diferenciados por ese
andlisis y esta situacion, junto con su amplia distribucién geografica les hizo sugerir que
esta especie podia ser el ancestro de otras especies chilenas o incluso de especies
brasileras, debido a su ubicacién en el lado oriental de Los Andes, en Argentina. Sin
embargo, en nuestro trabajo, la posicién de 4. aurea es terminal dentro del cladono
apoyando la misma afirmacién (Fig. 1.4). De modo similar, el mismo trabajo (Han et al.,

2000) muestra la estrecha relacién genética entre A. andina y A. angustifolia ssp.

//
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angustifolia, sin embargo, en nuestro trabajo ambas especies quedan incluidas en clados

diferentes,

La baja resolucién de la filogenia en los nodos cercanos a los extremos que
impide la separacién entre las especies podria deberse a diversos motivos, cuyo analisis
va mas alla del objetivo del presente estudio. Sin embargo, pueden mencionarse al
menos dos aspectos. Algunos autores mencionan la ocurrencia de hibridizacién
interespecifica en Alstroemeria (Hannibal, 1941; Stinson, 1942; Traub, 1943; Tsuchiya
et al., 1987; pero ver Foster, 1952). Sin embargo, otros autores sostienen que ésta es
limitada debido a barreras postfertilizacion que provocan el aborto de embriones (de Jeu
& Garriga-Caldere, 1997). La obtencioén de hibridos se ha hecho por técnicas de rescate
de embriones o cultivo de évulos (Kristiansen et al., 1995; Buitendijk et al., 1995; de Jeu
& Jacobsen, 1995; Ishikawa et al., 1997; Ishikawa et al., 2001). Estas evidencias
sugieren que la hibridizacién no seria un factor frecuente en el ambiente natural y, por
ello, seria poco importante en la evolucién de Alstroemeria, a diferencia de lo que
ocurriria en Portulacaceae (Hershkovitz, 2005) y en Tropaeolum (Hershkovitz et al.,
2005). Otra posible causa de las politomias seria la separacién reciente entre las especies
la que impediria una suficiente divergencia para ser detectada por el marcador empleado.
En otros grupos se ha encontrado que los genes no codificantes de cloroplasto como por
gjemplo, rpsl6y trnL-F, presentan poca variacidén para resolver filogenias a un nivel
infragenérico, al menos en grupos con divergencia reciente (Small et al., 1998). La
presencia de politomias en los clados norte y sur sugiere que este proceso podria estar

ocurriendo en todo el pais. Futuros estudios que permitan discriminar entre éstos y otros
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factores posibilitardn dar una explicacién mas robusta a la existencia de baja resolucién

en la hipotesis filogenética de este género.
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CAPITULO 2. RAZON POLEN-OVULO Y SISTEMA

REPRODUCTIVO EN EL GENERO ALSTROEMERIA EN CHILE

INTRODUCCION

Las angiospermas poseen una amplia gama de modalidades reproductivas que
van desde la reproduccidn asexual, sin la participacion de gametos, hasta la sexual.
Dentro de los mecanismos de reproduccién asexual se incluyen la reproduccién
vegetativa y la agamospermia, es decir, la produccién de semillas sin fusién de gametos
(Richards, 1997). El espectro de la reproduccion sexual abarca desde la fertilizacién que
involucra 6vulos y granos de polen provenientes de individuos genéticamente diferentes
(exogamia) hasta la fertilizacion que ocurre dentro de un individuo genético (“genet”) y
puede producirse tanto en el caso que el polen provenga de la misma flor (autogamia)

como de otra flor del mismo individuo {(geitonogamia) [Richards, 1997].

El sistema reproductivo de las plantas se ha evaluado a través de diversos
métodos (Kearns & Inouye, 1993). Estos incluyen analisis de morfologia floral (Arroyo,
1973; Ornduff, 1969} y cruzamientos controlados (Ruiz & Arroyo, 1978; Sobrevila &

Arroyo, 1982; Bawa y col., 1985; Arroyo & Squeo, 1990; Arroyo & Uslar, 1993). Estos
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ultimos han permitido evaluar el grado de autoincompatibilidad genética, indices de
autogamia y de autofertilidad tanto a nivel interpoblacional {Gugerli, 1998) como
comunitario (Ruiz & Arroyo, 1978; Sobrevila & Arroyo, 1982; Bawa y col., 1985;
Arroyo & Squeo, 1990; Arroyo & Uslar, 1993). En las ultimas décadas se han
desarrollado técnicas basadas en marcadores genéticos, tales como las aloenzimas o
microsatélites los que permiten evaluar la tasa de fertilizacion cruzada en poblaciones
naturales ( Schoen, 1982; Kearns & Inouye, 1993; Stewart y col., 1996; Alves y col,,
2003). Estos métodos dan cuenta del sistema de reproduccién con mayor precision,
sobre todo en las especies autocompatibles donde existe una amplia posibilidad de

situaciones.

Dada la dificultad de obtener datos de autoincompatibilidad y tasa de
fertilizacidon en estudios que involucran un gran numero de especies, se han buscado
indicadores del sistema de reproduccion. Uno de ellos es la razén polen-6vulo (P/QO) que
consiste en la relacion entre el nimero de granos de polen y el nimero de évulos
producidos en una flor. Segun Cruden (1977) esta razon reflejaria la eficiencia con que
el estigma captura el polen para la fertilizacion de ovulos. Mientras mayor sea la
eficiencia de la transferencia de polen menor seria la razén P/O (Cruden, 1977). Bajo la
teoria de la asignacion s exual, 1a razon p olen-6vulo refleja 1a distribucion relativa de
recursos destinados a las funciones femenina o masculina, es decir, tanto el polen como
las semillas serian formas de obtener adecuacién bioldgica (Charnov, 1982). Ambas

visiones se complementan pues, en especies con polinizacion ineficiente, un incremento
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en la adecuacidén bioldgica masculina requiere mayor cantidad de polen que en una

especie con un sistema de polinizacion mas eficiente (Mione & Anderson, 1992).

En su trabajo clasico, Cruden (1977) analizé 85 especies de angiospermas
derivadas de 6 0 géneros y 29 familias, Ilegando a la conclusién que la razé6n P/O es
menor en especies autégamas que en exdgamas. Establecié categorfas del sistema de
reproduccién que iban desde la cleistogamia y autogamia obligada hasta la xenogamia
con rangos correspondientes de razén polen-6vulo (P/0). Otros autores han comprobado
asociaciones positivas entre la razén P/O y grado de exogamia tanto poblaciones de la
misma especie (Schoen, 1977; Vasek & Weng, 1988; Wyatt, 1984b) entre especies del
mismo género (Spira, 1980; Short, 1981; Philbrick & Anderson, 1987; Vasek & Weng,
1988; Ritland & Ritland, 1989; Mione & Anderson, 1992; Sharma y col., 1992) Gallardo
y col., 1994), entre especies no relacionadas taxonémicamente (Cruden, 1977) como a

niveles taxondmicos superiores (Preston, 1986; Jiirgens y col. 2002).

Las hipotesis propuestas en esta tesis, tanto la que afirma la existencia de una
correlacién evolutiva entre sistema de reproduccién y caracteres florales como la
referida a la direccionalidad del cambio evolutivo, requieren del conocimiento del
sistema reproductivo de las especies de Alstroemeria. Como ya se ha descrito, las
especies estan distribuidas a lo largo de Chile y frecuentemente con periodos de
floracién sobrepuestos (Mufioz y Moreira, 2003) lo que hace dificil su estudio conjunto.
Por ello y dada la relacién mostrada entre grado de exogamia y razén polen-6vulo (ver

arriba), se opté por usar la razén P/O como indicador del sistema reproductivo
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determinindose la razén P/O en 22 taxa (19 especies) de Alstroemeria. La
determinacion de la razén P/O, como indicador del sistema reproductivo, resulta posible
en un gran nimero de especies, mientras que la deferminacién directa del sistema
reproductivo demandaria un tiempo mucho mayor. Si bien existen pocos datos acerca de
la razén polen-6vulo en especies de Alstroemeria [A. aurea (P/O= 4500; Aizen y
Basilio, 1995), A. ligtu ssp. simsii (P/O= 4775; Uslar, 1982) v A. pallida (P/O= 3446;
Uslar, 1982)], dada la relacién positiva enire tamafio de estambre y cantidad de polen
contenido (Wyatt, 1984b; Ritland & Ritland, 1989), es esperable encontrar variacién en
este rasgo en Alstroemeria, pues sus especies exhiben variedad en el tamafio de los

estambres (Bayer, 1987).

Para determinar los valores de razén P/O en Alstroemeria asociados con
diferentes categorfas de sistema de reproductivo, paralelamente se llevaron a cabo
cruzamientos controlados en 5 especies del género. Algunos estudios previos del sistema
de incompatibilidad revelan la existencia de una especie autoincompatible, A. ligtu ssp.
simsii (Indice de autoincompatibilidad, IAI= 0,197) [Arroyo y Uslar, 1993] y tres
especies autocompatibles, 4. pallida (IAI= 0,413) [Arroyo y Uslar, 1993], 4. aurea
(IAI= 0,82) [Aizen y Basilio, 1995] y A. patagonica (IAF= 0,920) [Arroyo y Squeo,
1990]. Estas evidencias también sugieren variabilidad en el sistema reproductivo en este
género. Los valores de sistema reproductivo recopilados de la literatura sumados a los
obtenidos en el presente trabajo, permitieron evaluar si larelacién entre razén polen-
6vulo y sistema reproductivo existe en Alstroemeria, con el objetivo de utilizar el

primero como un indicador del segundo.
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MATERIALES Y METODOS

L. RAZON POLEN-OVULO

La evaluacion de la razén polen-6vulo se llevo a cabo seglin Cruden (1977) y Kearns &
Inouye (1993). Se colectd una yema floral en cada uno de los individuos muestreados de
cada especie. La condicién de yema floral asegurd que no hubo pérdida de polen por el
proceso de polinizacién., Asi mismo, se hizo una cuidadosa inspeccién de la yema para
verificar que no presentara signos de herbivoria. Las yemas se guardaron en alcohol

(70%) hasta su posterior anilisis.

Debido a que existe evidencia de variaciones en el contenido de granos de polen
entre las anteras de una flor (Wyatt, 1984b; Preston, 1986; Gallardo y col., 1994), a
modo exploratorio se contaron los granos de polen de cada una de las 6 anteras, en 8
individuos, en cada una de 6 especies. Las 6 anteras en Alstroemeria pertenecen a dos
verticilos, uno externo y otro interno (Heywood, 1993) y van madurando por parejas, en
forma secuencial. Al comienzo los estambres se curvan hacia adelante y hacia arriba,
ocupando la posicién central dentro de la flor, se mantienen alli por aproximadamente
un dia. Luego se mueven hacia abajo y hacia fuera, quedando fuera del alcance de los
polinizadores (Aizen & Basilio, 1995). No existe informacion acerca de cudles anteras

maduran primero y cudles lo hacen al final. Luego de evaluar el grado de variabilidad en
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el nimero de granos de polen entre anteras, se evalud si también existia variacion entre
los dos verticilos. Como resulté ser de este modo (ver RESULTADOS), se eligié una
antera de cada verticilo, pues éstos representaban grupos entre los cuales se encuenira
variacion y, por lo tanto, permiten describir eficazmente el mimero de granos de polen
de wna flor (Gallardo y col, 1994). Una vez establecida la metodologia, para las
restantes 15 especies, se eligieron dos anteras por flor, A2 e 12 (Fig. 2, Modelo de

Estudio), pertenecientes los verticilos externo e interno de la flor, respectivamente.

Cada antera se suspendio en un volumen conocido de azul de lactofenol (Kearns
& Inouye, 1993), que varié enfre 0,2 y 0,4 ml. El volumen de dilucién usado fue
dependiente de la cantidad total de polen contenido en cada antera, uséndose aquel que
permitiera un conteo fécil de particulas. Las anteras se rompieron con la ayuda de una
bureta de vidrio, liberandose los granos de polen. El liquido que contiene los granos de
polen se agit6 con vortex y luego se tomo una alicuota contando el mimero de granos de
polen con un hemocitdmetro. Se contabilizaron los granos de polen contenidos en las 9
cuadriculas de éste. Para cada antera se contabilizaron 10 réplicas usando ¢l promedio de
estos en los analisis. Los célculos realizados para la obtencion de la razén polen-évulo

(P/O) se incluyen en el ANEXO 1.

IT. CRUZAMIENTOS
Se determind el sistema reproductivo en 5 especies de Alstroemeria, a través de
cruzamientos controlados en poblaciones en su héabitat natural, siguiendo la metodologia

de Ruiz & Arroyo (1978). Las especies en las cuales se llevaron a cabo cruzamientos
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fueron: A. angustifolia ssp. angustifolia RC, A. exerens VN, A. ligtu ssp. simsii RC, 4.
umbellata, A. pulchra ssp. pulchra (Tabla 1.1). En caso de realizar cruzamientos
manuales, se determiné la receptividad del estigma con el test de peroxidasa. Este
consistié en sumergir el estigma en una solucién de perdxido de hidrdgeno al 3% y
observar la salida de burbujas del estigma lo cual es indicativo de receptividad del
estigma (Kearns & Inoue, 1993). En el caso de Alstroemeria, €l proceso de maduracion
del estigma va acompafiado de la trifurcacion del dpice del estigma. Los tratamientos

realizados fueron los siguientes:

i. Autopolinizacion manual: Se aislaron 50 yemas florales con bolsas d e p olinizacién
para excluir los polinizadores. Una vez que el estigma estuvo maduro se efectud
polinizacién la que puede ser de dos tipos: intrafloral o dentro de las flores de la misma
planta. Debido a la protandria intrafloral, es decir, la maduracién temprana de anteras y
mas tardia de estigmas dentro de una misma flor (Aizen & Basilio, 1995), en la mayoria

de los casos el polen provino de otra flor de la misma planta (geitonogamia).

ii. Polinizacion cruzada manual: se aislaron 50 yemas florales, las que fueron
emasculadas. Cuando el estigma estuvo receptivo, las flores fueron polinizadas
manualmente con una mezcla de polen proveniente de otros individuos de Ia misma
poblacién. Debido a que Alstroemeria posee reproduccién vegetativa (Bayer, 1987) se

tomo la precaucién de obtener polen de plantas ubicadas al menos a 10 m de distancia.
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Hii. Autopolinizacion automdtica: Se aislaron 50 yemas florales i ntactas 1as quenose

sometieron a ninguna manipulacién posterior.

En todas las especies, a excepcién de A. umbellata, los tratamientos incluyeron,
originalmente, 50 yemas provenientes de 50 plantas distintas. Después de
aproximadamente 4 semanas, se registré p ara c ada tratamiento el niimero d e s emillas
producidas por cada flor cruzada o marcada. Para comprobar el desarrollo del embrién,
se evalué su viabilidad en aquellas que presentaban una morfologia que hacia suponer
aborto de éstas con el test de Tetrazolio (Kearns & Inouye, 1993). Sélo las semillas

viables se contabilizaron.

Se calcul6 el indice de autofertilidad (IAF, Lloyd & Schoen, 1992) como la razén
entre las semillas producidas por flor en autopolinizacién automitica y aquellas
producidas por polinizacién cruzada manual. Este indice mide la capacidad esponténea
de las flores para autofecundarse en ausencia de polinizadores. El denominador del
indice, es decir, las semillas producidas en el tratamiento de polinizacién cruzada
manual proporciona el niimero maximo de semillas posible de ser producidas. El valor
minimo del indice de autofertilidad va desde 0, para aquellas especies que son incapaces
de autopolinizarse automaticamente y por ende, dependen de un polinizador, hasta
valores de 1, que indica una capacidad similar de formar semillas por autopolinizacién

i

automética que por autopolinizacién manual.
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Ademas se calculd el indice de autoincompatibilidad (IAI, Ruiz & Arroyo,
1978}, como la razon entre las semillas producidas por flor en autopolinizacién manual y
aquellas producidas por polinizacién cruzada manual. Este indice evaliia la capacidad
fisiolégica de llevar a cabo la autofecundacién y su denominador permite corregir el
éxito de la autopolinizacién en la produccion de semillas, produccién que puede ser
afectada por variaciones en el vigor de la planta, limitaciones fisiolégicas y la técnica o
condiciones de polinizacién (Lloyd & Schoen, 1992). Sus valores representan un
continuo que va de 0 a 1 en donde se consideran autoincompatibles (SI) las especies con
un IAI entre 0 a 0,2 y, autocompatibles (SC) las especies con un ISI de 0,2 a 1,0 (Ruiz &
Arroyo, 1978; Arroyo & Uslar, 1993). Valores mayores que 1 representan
probablemente errores experimentales pues ecxisten pocas posibilidades que la
produccién de semillas sea mayor bajo autofecundacién que en fecundacién cruzada

{Lloyd & Schoen, 1992).

Para determinar Ia relacion entre la razén P/O y el sistema reproductivo, se levé
a cabo una regresion entre el valor de razén polen-6vulo (P/0) y los valores de indice de
autofertilidad y de indice de autoincompatibilidad. En la regresién se incluyeron las
especies en que se hicieron cruzamientos controlados y aquellas para las que se dispone
de datos de la literatura. Estas especies son: 4. aurea (Aizen & Basilio, 1995), 4. ligtu
ssp. simsii YL (Arroyo & Uslar, 1993), A. pallida YL (Arroyo & Uslar, 1993), 4.
patagonica (Artroyo & Squeo, 1990). En dos de estas iltimas especies, 4. aurea, A.
pallida YL, se promediaron los valores de razén polen-6vulo, dado por los autores

citados, con los valores obtenidos en el presente estudio.
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III. ANALISIS ESTADISTICO

Previo al anélisis de los datos, se probé la normalidad (Test Kolmogorov Smimov) y
homocedasticidad (Test Levine) de los datos. En caso de no cumplir con algunos de
estos requisitos se usé estadistica no paramétrica. Para detectar diferencias en el nimero
de granos de polen entre las anteras de las flores se llevd a cabo un ANDEVA de dos
vias (factores: individuos y anteras) en las 6 especies en que se contaron los granos de
polen en todas las anteras. Para detectar diferencias entre los verticilos se Ilevé a cabo un
ANDEVA anidado de 3 vias (factores: individuo, verticilo y antera anidado dentro de
verticilo). Estos resultados permitieron tomar decisiones con respecto al tipo de anteras
que se debia muestrear. En cada uno de los ANDEVA realizados, se realizaron pruebas
de comparaciones multiples a posteriori usando el test de 'Iukey HSD para muestras de
tamafios iguales o desiguales, segin el caso. Para detectar diferencias significativas en el
mimero de granos de polen, en el mimero de 6vulos y en la razén P/O entre los taxa

estudiados se llevaron a cabo, para cada uno de ellos un ANDEVA de una via.

Para evaluar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos de
polinizacién se llevé a cabo un test de Kruskal-Wallis para cada una de las especies
analizadas. Las diferencias entre pares de tratamientos se evaluaron con un test de
Mann-Whitney, utilizando como valores criticos de p, aquel dado por un o= 0,05,
corregido por Bonferroni secuencial (Rice, 1989). Se eligié el modelo de ajuste que

exhibia un mayor coeficiente de determinacién, R2.

En los analisis estadisticos se usé el programa STATISTICA.
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RESULTADOS

I. RAZON POLEN-OVULO

La diferencia en el mimero de granos de polen entre las anteras de una flor resulté ser
significativa en 5 de las 6 especies en que se midié el polen en la totalidad de las anteras
(Tabla 2.1). Sélo en A. graminea no se presentaron diferencias. Las mayores diferencias
en la cantidad de poleil se hallan enire las anteras Al, A2 y A3, pertenecientes al
verticilo externo, y las anteras 11, 12 y UL, correspondientes al verticilo interno. En
forma correspondiente, existen diferencias significativas en el nimero de granos de
polen entre los dos verticilos (Tabla 2.1). En todas las é:species el verticilo interno,
compuesto por las anteras 11,12 y UL (en posicién contraria a los tépalos del mismo
nombre, Fig. 2 Modelo de Estudio) contiene mas polen (Tabla 2.1). Este resultado
permitio tomar la decisién de hacer un muestreo de 2 anteras por flor, una de cada
verticilo (A2 e 12). El caso mas diferente lo constituye A. p;zlegrina, la que presenta una

gran variabilidad entre las anteras, sin embargo, mantiene la diferencia significativa

entre verticilos lo que posibilita tomar una antera de cada uno de ellos.

Para evaluar Ia diferencia en el nimero de granos de polen entre los 22 taxa se

utilizo, en las 6 especies en que se habian medido todas las anteras, sélo las anteras A2 e




71

wkxl €9 4aaTTTOL  #wx1€8EIT *8L°S ##x00°G€ ++xCE99 d
+246€°S1 *##£9°ST +++€0°TLT 60°C *xxbE'8 Ay \4
28T0650F  °0L'8T8IT P LOPLOG6T v TTLYET 4 65°SS0¥T 9 14°L0bTT 9
PTL60SOF 2 LE0T91T d €L°LBEST € 68°€9TT qI8°VI8ET 956°1€91C S
dECIPLOY 2 68°€9TET POT'65ST6T ®L9°16TC Q8L°LLLET 9 €9°6LEET L4
90S°TIE9E  ATE°LL88T 2 HOTIFII € 00°000T q® £9°991TC € $6°S0¢E61 €
4T6°L69SE  ASH61881 96612061 B 76°89TT B61°C811T € 69°LYT61 [4
ECLIEPSIE B 6TER6SI E600°€016 E61°GE61 ® £9°6210C BTV 09LLI I
puviysasd puinjaa O p1jofisndup
paopjoin 'y pupljsaady puridajad 'y paunup.s 'y pijofiisndun 'y pijofiisndun BIUY

"100°0 > d 444 100 >d i £ 60°0>d 4 “(SEIA € 9p OpEpPIUR YATNY) SEIUE

9P SO[IONMAA SOp SO| aNud ugloeIedwon =g “(SelA 7 9p VAHUNY) Seddjue se[ sepo) anua ugoeredwod —y  °seaneoyudis

SEIOUDIJIP op elouasne uedipul odn owsrwr [ap send] se “(An, op 159 eidjue ap sorpawoid anud sajdnnu sauoroereduiod

U0J SeIA SOp 9p VAHANY A priowi204js)y ap sa10adsa g ered eivjue tod uajod op sourd ap osownu 9p OIpaWoL] "[°7 BGEL




,—

72

I2 al igual como se habia medido en las restantes 15 especies. Los valores de nfimeros
de granos de polen fluctiian entre 13106, en A. graminea'y 225631, en A. violacea, es
decir, una diferencia de mas de 17 veces (Tabla 2.2). Existen diferencias significativas
en cuanto al nimero de granos de polen entre las especies estudiadas (ANDEVA 1 Via,

gl=21,F=41,41 p<0,001).

El nimero promedio de évulos presente en la flor varia desde 13 en A. polyphylla
hasta 38 en A. pulchra ssp pulchra. El rango implica una diferencia de casi 3 veces entre
valores exiremos (Tabla 2.2). Ademds, el nimero de 6vulos por flor varfa

significativamente entre los taxa (ANDEVA 1 Via, g.1.=21, F = 29,63 p < 0,001).

La razon polen-6vulo fluctia desde 479 en 4. graminea hasta 10254 en A.
polyphylla (Tabla 2.2), lo que significa una diferencia de méis de 21 veces, 7 veces
mayor que el rango para ¢l nimero de évulos y un poco mayor que el rango para el
nimero de granos de polen. La razon entre el mimero de granos de polen y el mimero de
Ovulos varia significativamente entre los taxa (ANDEVA 1 Via, g1=21,F=32,86p <

0,001).
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II. CRUZAMIENTOS
Los sistemas reproductivos de las especies abarcan todo el espectro posible en cuanto al
grado de autoincompatibilidad y autofertilidad., de acuerdo a los resultados de los

cruzamientos (Tabla 2.3 y Fig. 1.1).

En un extremo de la autoincompatibilidad se halla 4. angustifolia ssp.
angustifolia RC, la que presenta una diferencia significativa en el ntimero promedio de
semillas por flor entre los tratamientos de fecundacién cruzada manual, autofecundacion
manual y autofecundacién automatica (test Kruskal-Wallis, N= 40, g.1.=2, H= 8,403 p <
0,05) y especificamente, una produccién de semillas significativamente mayor en el
primer tratamiento que en el segundo (test Mann-Whitney, U= 20, p< 0,01) lo que
determina un [AI= 0,19. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre el
tratamiento de autofecundacién automdtica y el de fecundacién cruzada manual (test
Mann-Whitney, U= 43,5, p= 0,03 no significativo aplicando la correccién de Bonferroni
secuencial) determinando un IAF= 0,36 (Tabla 2.3). Tampoco hubo diferencia
significativa entre los fratamientos de autopolinizacién automAtica y autopolinazién
manual (test Mann-Whitney, U= 85, p= 0,18) aunque la produccién de semillas fue
mayor en el primero de ellos. Esto puede deberse a una falla en el procedimiento de

autopolinizacién manual (Fig. 2.1).

En el ambito de las especies autocompatibles se encuentra 4. umbellata en la que
hubo un efecto significativo de los tratamientos efectuados (test Kruskal-Wallis, N= 250,

gl= 2, H= 79,182 p < 0,001) y en que el nimero promedio de semillas en
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el tratamiento de autopolinizacion automaética es significativamente menor que en el
tratamiento de polinizacién cruzada manual (test Mann-Whitney, U= 5,95 p< 0,001) y
que en el de autopolinizacion manual (test Mann-Whitney, U= 2,93 p< 0,001) (Fig 2.1).
Los resultados de los tratamientos de autopolinizacion manual y polinizacion cruzada
manual permiten afirmar que es una especie autocompatible (IAT= 0,52), Sin embargo,
la ausencia absoluta de semillas en el tratamiento de autopolinizacion espontinea
determina un IAF de 0 (Tabla 2.4 y Fig. 2.1) indicando total dependencia de

polinizadores.

Con un grado de autocompatibilidad mayor se encuentra 4, exerens VN (IAl=
1,03) en la que, si bien hubo un efecto significativo de los; tratamientos de polinizacion*:
(test Kruskal-Wallis, N= 64, g.l= 2, H= 12,614 p < 0,01) no presenta diferencia
significativa entre la polinizacién cruzada manual y la autopolinizacién manual (test
Mann-Whitney, U= 296,5 p= 0,95) determinando el IAI antes mencionado (Fig. 2.1). La
produccion de semillas en el tratamiento de autopolinizacién automatica es
significativamente menor que en la autopolinizacién manual (test Mann-Whitney, U= 88
p< 0,001) y que en la polinizacién cruzada manual (test Mann-Whitney, U= 73, p<
0,001)) lo que conlleva a un IAF de 0,03 (Tabla 2.4 y Fig. 2.1). Tal como en €l caso
anterior, 4. exerens depende de polinizadores. En el extremo de la autocompatibilidad se
encuentra 4. pulchra ssp. pulchra (IAI= 1,12), la q:ue no presenta diferencias
significativas entre tratamientos de polinizacion (test Krusk!al-Wallis, N=60, gl=2,H=
1,583 p= 0,45) y en que su IAF es de 0,61 (Tabla 2.4 y Fig. 2.1). En 4. ligiu ssp. simsii

RC no hubo diferencias significativas entre tratamientos de polinizacion (test Kruskal-
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Wallis, N= 23, gl= 2, H= 0,273 p= 0,87). La escasa presencia de semillas en el
tratamiento de polinizacion cruzada, todas provenientes sélo de una flor (datos no
mostrados) sugiere un error experimental. Por ello no es posible calcular el indice de
autoincompatibilidad. El indice de autofertilidad calculado (IAF=0,22) (Tabla 2.4, Fig.
2.1) considero que el tratamiento d e p olinizacién ¢ ruzada m anual rindié un 100% de
semillas. Dado que lo anterior es improbable, el valor real del IAF seria mayor que 0,22

en esta especie.

Los indices de autofertilidad espontinea obtenidos en los experimentos de
cruzamientos controlados se complementaron con datos provenientes de la literatura,
obteniendo valores para ese indice para un total de 9 taxa de Alstroemeria {Tabla 2.4).
Dentro de los IAF obtenidos a partir de la literatura destaca 4. patagonica que resulta
tener el valor mas alto de todas las especies, con 0,92 (Arroyo & Squeo, 1990) indicando

que dicha especie tiene una alta capacidad para la autofertilizacién espontinea.

La regresion entre la razén polen-6vulo y el indice de autoincompatibilidad no
es significativa (R%= 0,0021 p > 0,05) en el género Alstroemeria, no permitiendo su uso
como indicador del sistema de reproduccion. Por el contario, en la Figura 2.2 se muestra
la regresién entre la razén polen-évulo y ¢l indice de autofertilidad, la que revela que en
este género existe una buena relacién entre el indice de autofertilidad y 1a razén P/O
(R*= 0,62 p < 0,05). Este hecho indica que el sistema de reproduccion esta altamente
reflejado en la razén P/O permitiendo su uso como indicador del sistema de

reproduceion.




ordenadas de mayor a menor IAF.

Taxon IAF Referencia

A. patagonica 0,92 Arroyo & Squeo, 1990
A. pulchra ssp. pulchra 0,61 Este estudio

A. angustigolia ssp. 0,36 Este estudio
angustifolia RC

A. ligtu ssp. simsii RC 0,22 Este estudio

A. pallida YL 0,15 Arroyo & Uslar, 1993
A. ligtu ssp. simsii YL 0,11 Arroyo & Uslar, 1993
A. exerens VN 0,03 Este estudio

A. aurea 0 Aizen & Basilio, 1995
A. umbellata 0 Este estudio
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Tabla 2.4. Indice de autofertilidad (IAF) para taxa de Alstroemeria. Las especies estan
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Figura 2.2. Regresion entre razon polen 6évulo (P/O) e indice de autofertilidad (IAF) en 9
especies chilenas de Alstroemeria. A.angRC= A. angustifolia ssp. angustifolia RC;
A.aur= A. aurea; A.exe= A. exerens; AligYL= A.ligtu ssp. simsii YL; A.pal= A. pallida

YL, A.pat= A. patagonica; A.pul= A. pulchra ssp. pulchra: A.umb= A. umbellata.
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DISCUSION

Esta discusion considera 4 aspecios. a) se realiza un anilisis general del sistema
reproductivo en las especies chilenas del género Alstroemeria basado en los resultados
de cruzamientos, discutiendo los principales factores que lo modulan; b) se analiza el
uso de la razén P/O como indicador del sistema de reproduccion en Alstroemeria; ¢) se
compara la correspondencia entre la razon P/O y categorias de sistemas de reproduccion
obtenidas en Alstroemeria y en otros taxa y d) se analizan algunas consideraciones

metodolégicas en la determinacion de la razén P/O.

El aspecto mas destacable del presente estudio es el reconocimiento de una
amplia variedad de modalidades reproductivas en especies de Alstroemeria, lo cual se
evidencia en los indices reproductivos medidos. L. a amplitud de valores del indice de
autofertilidad espontinea revela un continuo de p osibilidades, desde aquellas especies
que son capaces de autofecundarse sin la participacién de un polinizador, y que se
consideran autégamas, hasta aquellas que no lo son y que determina diferentes grados de
exogamia. También existe una amplitud considerable en los valores del indice de
autoincompatibilidad, variando desde ecspecies autoincompatibles hasta especies
altamente a utocompatibles, c ondicion que t ambién puede m odular distintos grados de

exogamia.



84

El andlisis de los indices reproductivos evaluados en los experimentos de
cruzamientos controlados revela que la relacion entre autofertilidad espontinea y
autoincompatibilidad es compleja. En algunas especies, se halla mayor autofertilidad
espontanea en especies autocompatibles (e.g A. pulchra ssp. pulchra y A. patagonica) y
menor autofertilidad en especies autoincompatibles (e.g. A. angustifolia ssp. angustifolia
RC y A. ligtu ssp. simsii YL) (Tabla 2 .4). Esto es concordante con un estudio en 66
especies de diferentes familias (Lloyd y Schoen, 1992). Sin embargo, al igual que en el
estudio mencionado, existen casos de especies que se alejan de dicho patrén. Por
ejemplo, A. angustifolia ssp. angustifolia RC, una especie autoincompatible, desarrollé
una cierta capacidad de autofecundacién y, en el otro extremo, 4. exerens y, A. aurea 'y
A. umbellata, 1as que son especies autocompatibles, poseen baja o nula capacidad de
autofecundarse, respectivamente. De lo anterior se concluye que la condicion de ser
autocompatible no implica necesariamente que se lleve a cabo la autopolinizacion y que
el grado de autocompatibilidad no seria el unico factor que influye en la magnitud de la

capacidad de autopolinizacion espontanea (Lloyd & Schoen, 1992).

Un aspecto clave para entender la compleja relacién entre el grado de
autoincompatibilidad y autofertilidad espontinea en Alstroemeria es la dicogamia o
separacion temporal entre las funciones femeninas y masculinas de la flor. S6lo se ha
estudiado en detalle la protandria en 4. aurea (Aizen & Basilio, 1995; Harder & Aizen,
2004) en donde resulté ser completa dentro de una flor y sincrénica entre las flores del
mismo verticilo de un “ramet”. En una flor la fase “masculina” tarda 4 dias, segnida por

una fase neutra que dura aproximadamente I dia, para finalizar con tres dias de fase
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“femenina”. Si la inflorescencia cuenta con mas de un verticilo, las flores del segundo
verticilo comienzan a madurar luego que las del primero se han marchitado. Harder y
Aizen (2004) demostraron que la dicogamia sincrénica en A. aurea reduce la
autofertilizacién y la depresion por “inbreeding” (Darwin, 1876; Husband & Schemske,
1996), proceso que es frecuente en plantas clonales de larga vida donde se acumulan
grandes cargas de mutaciones con la edad (Klekowski, 1988). Con ese estudio
descartaron la hipdtesis que relaciona la dicogamia con reducir la interferencia entre las
funciones femeninas y masculinas promoviendo la exportacion de polen y aumentando
» la produccion de semillas por “outcrossing” (Lioyd & Webb, 1986; Bertin, 1993; Harder
y col., 2000; Barrett, 2002). Sin embargo, si la protandria fuera incompleta, existiria la
posibilidad de autofertilizacién tal como se demosird en A. aurea cuando se
construyeron inflorescencias femeninas y masculinas artificialmente (Harder y Aizen,
2004). En condiciones naturales, la existencia de dicogamia parcial a nivel de Ila
inflorescencia, en especies autocompatibles, permitiria la geitonogamia, es decir la
fecundacion entre las flores de un mismo individuo. Ademds, siempre existirfa la
posibilidad de autofecundacién entre flores de diferentes inflorescencias. T eniendo en
cuenta el papel de la dicogamia, la presencia de ésta en especies de Alstroemeria sugiere
que el indice de autofertilidad es un mejor descriptor del sistema reproductivo que el
grado de autoincompatibilidad/autocompatibilidad. En resumen, el sistema de
reproduccién en Alstroemeria esta determinado por la combinacién de tres factores: el
grado de autoincompatibilidad/antocompatibilidad, el grado de autofertilidad espontanea
y la dicogamia. Este tltimo factor no se evalud en este estudio pero tiene una

importancia que futuros estudios podran explorar.
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La figura 2.3 resume los sistemas de reproduccion en el género Alstroemeria. La
exogamia (Fig. 2.3A) serfa el resultado de la autoincompatibilidad genética que
generalmente impide la autofertilizacién. Este es un mecanismo presente en muchas
geofitas en general (Fryxell, 1957) y también de Chile (Arroyo & Uslar, 1993, Amroyo &
Squeo, 1990) y detectada hasta la fecha, en especies de Alstroemeria, s6lo en A. ligtu
ssp. simsit YL (Arroyo & Uslar; 1993) y 4. angustifolia ssp. angustifolia RC (este
estudio). En estas especies cabria esperar que la dicogamia a nivel floral fuese total al
igual que en la mayoria de las especies del género y que a nivel de la inflorescencia
fuera variable, pudiendo ser parcial o sincrénica. Ademas, la exogamia podria darse en
especies autocompatibles con bajos niveles de autofertilidad asociados a la dicogamia, al
igual como se ha encontrado para otras especies (Lloyd & Schoen, 1992), en que la
dicogamia deberia ser sincrénica dentro de la inflorescencia (e.g. 4. aurea, Aizen &
Basilio, 1995). En una categorfa intermedia de sistema reproductivo, que se llamara
“mixto” (Fig. 2.3B), estan presentes tanto especies facultativas exdgamas como
facultativas autogamas. Esta categoria c orresponderia 2 1a mayoria de las especies de
Alstroemeria estudiadas e incluye a especies parcial o completamente autocompatibles
con niveles moderados y variables de autofertilidad espontanea. En ellas, 1a fecundacién
dentro de un mismo individuo podria darse por geitonogamia con la condicién de que
exista dicogamia parcial. Ejemplos de estas especies son 4. exerens VN, A4 pallida YL,
A. pulchra pulchra y A. umbellata. Finalmente, las especies autogamas (Fig. 2.3C)

serian aquellas autocompatibles con alta autofertilidad espontinea, tal como

A. patagonica. El pequefio tamafio de su flor y de sus estambres sugiere una
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hercogamia débil lo que sumado a la ausencia de protandria total (obs. pers.) permitiria
la autofertilizazién. En este caso, dentro de la inflorescencia podria o no haber sincronia
en la protandria. Vale la pena sefialar que 4. patagonica habita en los margenes o
periferia de la distribucion del género en Chile, hecho ampliamente documentado para

otras especies autégamas (Lloyd, 1980; Barrett, 1989, Pannell & Barrett, 1998).

El segundo aspecto a considerar en esta discusion es el uso de la razén P/O como
indicador del sistema de reproduccion en Alstroemeria. La relacién significativa enire la
razon P/O y el indice de autofertilidad en este género (Fig. 2.2) avala el uso de la razén
polen-6vulo como indicador del sistema reproductivo. Si se examina la figura 2.2 resulta
evidente que la comelacion se sustenta s6lo en un punto, especificamente, en el bajo
valor de razon P/O de 4. patagonica. No fue posible realizar cruzamientos en terreno en
A. graminea, la especie con el menor valor de razén P/O. Sin embargo, su pequefio
tamafio floral, ausencia de dicogamia (obs. personal) y su hibito anual, permiten inferir
que se trata de una especie autdgama. Aln cuando se contara con el valor del indice de
autofertilidad de A. graminea, la correlacion se sustentaria en pocos puntos, sélo dos.
Dado que Alstroemeria parece ser un género con marcada tendencia 2 la exogamia, el
aumento en el mimero de especies con su indice de autofertilidad conocido no
solucionaria esta situacién. Sibien son pocos los estudios que evalian 1a correlacién
entre razoén P/O e indice de autofertilidad, muestran la misma tendencia que Ia hallada en

Alstroemeria.  Un estudio realizado en cultivos de mostaza mostré también que altos

valores de la razén P/O se corresponden con valores bajos de autofertilidad (Yashiro y

col., 1999) aunque Gallardo y col. (1994) encontraron una tendencia similar, pero no

s
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significativa. Otros estudios si indican fuerte asociacion entre la razén P/O y el grado de
exogamia, tendencia que se evidencia en distintos niveles de analisis como, por gjemplo,
entre flores cleistogamas (autégamas) y chascogamas (posiblemente exdgamas) de
Lamium amplexicaule (Lord, 1980); entre distintas poblaciones de Gifia achilleifolia
(Schoen, 1977), de Clarkia (Vasek & Weng, 1988), de Arenaria uniflora (Wyatt,
1984b); dentro de especies del género Trichostema (Spira, 1980), Potamogeton
(Philbrick & Anderson, 1987), Clarkia (Vasek & Weng, 1988), Solanum section
Basarthrum (Mione & Anderson, 1992), Plantago (Sharma y col., 1992) y Mimulus
(Ritland & Ritland, 1989), en donde se halld una correlacién positiva con la tasa de
exogamia. Finalmente, esta relacion también se halla entre especies pertenecientes a
niveles taxonémicos mayores como Cruciferae (Preston, 1986) y Caryophylloideae

(Jirgens y col. 2002).

La aplicabilidad de la razén P/O como indicador del sistema reproductivo seria
solo para las especies de Alstroemeria con valores extremos de razén P/O en las cuales
puede inferirse su sistema reproductivo con cierta seguridad. Seria el caso de especies
con valores altos de P/O tales como A. polyphyila, A. presliana ssp. presliana, A.
violacea, A. magnifica ssp magnifica y A. magnifica TN (Tabla 2.2), que tendrian una
marcada tendencia a la exogamia. En el otro extremo, 4. graminea, por su bajo valor de
razén P/O (Tabla 2.2), pequefio tamafio floral, ausencia de dicogamia (obs. personal) y
distribucién en habitat desértico y forma de vida anual corresponderia a una especie
autégama. La gran mayoria de especies, con valores de razon P/O intermedios, tales

como A. versicolor, A. angustifolia ssp. angustifolia Q y 4. angustifolia ssp. velutina, A.
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zoellneri, A. hookeri ssp. recumbens, A. schizanthoides y A. diluta ssp. chrysantha
cacrian en la categoria de sistema de reproductivo mixto siendo autégamas facultativas o
exdgamas facultativas. Estas especies podrian podrian presentar indices de autofertilidad
y/o autoincompatibilidad que las hiciera comportarse de muy diferente manera con
relacién al grado de exogamia. Futuros estudios que evaluen experimentalmente la tasa
de exogamia permitirian discriminar entre las especies autégamas facuitativas y
exOgamas facultativas, un poder resolutivo que el presente trabajo no tiene. La ausencia
de una regresion significatica entre la razén P/O e indice de autoincompatibilidad podria
deberse a la presencia de dicogamia en Alstroemeria, la que modula fiiertemente el
efecto del grado de autoincompatibilidad en el sistema de reproduccion de una especie.
Por lo tanto, el indice de autofertlidad describe mejor el sistema de reproduccién en

Alstroemeria (ver arriba).

Respecto a la comparacion entre la razén P/O de Alstroemeria y de otros taxa, al
considerar los valores de Cruden (1977) todas las especies del presente estudio caerian
en la categoria de xendgamas facultativas u obligadas lo cual es inexacto (ver arriba). No
obstante, tal como se ha demostrado, existe una diversidad de valores de
incompatibilidad y autofertilidad asociados con una misma razén P/Q. Los valores de
cada categoria reproductiva de la tabla presentada por Cruden (1977) son un promedio
de muchas especies diferentes. Frecuentemente el limite superior de una categoria se
sobrepone con el inferior de la siguiente. Seglin Cruden (1977) algunas especies de
Alstroemeria deberian incluirse como xendgamas facultativas pero, sin embargo son, a

lo menos, autégamas facultativas, por ejemplo 4. patagonica (Arroyo & Squeo, 1990) y
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A. graminea, la especie con el valor mas bajo de razon polen-6vulo (Tabla 2.3 y Fig,
2.1). Otras especies de Alstroemeria deberian ser xendgamas segin las categorias
definidas por Cruden (1977), sin embargo, como ya se ha discutido anteriormente,
algunas tienen un comportamiento mas cercano a la xenogamia facultativa o autogamia
facultativa (e.g. A. exerens VN, A pallida YL, A. pulchra pulchra y A. umbellata) por
cuanto poseen cierta capacidad de formar semillas por autofecundacién espontanea o
capacidad para fertilizarse dentro de la misma planta si existe un polinizador disponible.
Finalmente, s6lo tres especies, 4. angustifolia ssp. angustifolia RC, 4. aurea y A. ligtu
ssp. simsii YL, son incluidas acertadamente dentro de la categoria de xend6gamas de
Cruden (1977). Lo anterior sugiere que en el género Alstroemeria las categorias de
sistema de reproduccidn reconocidas por Cruden (1977) estarian desplazadas hacia
valores mayores de la razén polen-6vulo (Fig. 2.4). La figura 2.4 muestra una
proposicion p ara Alstroemeria, con los v alores d e razén P/O d esplazados, aunque [ os
limites entre categorias no pueden establecerse claramente a partir de los datos
disponibles. Se han encontrado desplazamientos similares en la razon P/O en el género
Potamogeton (Philbrick & Anderson, 1987), en el género Astrocaryum (Consiglio &
Bourne, 2001) y en la familia Cruciferae (Preston, 1986). Inversamente, se han
encontrado valores menores que los de Cruden (1977) para grupos de especies
xenogamas y autogamas en Inuleae, subtribu Gnaphaliinae (Short, 1981) y para especies
exogamas en Caryophylloideae (Jiirgens y col. 2002). En la figura 2.4 no se indican
valores especificos de razén P/O para cada categoria debido a que el niimero de especies
cuyo sistema reproductivo ha sido evaluado por un método independiente es ain bajo

como para fijar limites. Los limites entre categorias no serian excluyentes,
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encontrandose una superposicion de valores de razén P/O entre taxas pertenecientes a

categorias cercanas (Cruden, 1977; Preston, 1986; Jiirgens y col., 2002).

Figura 2.4. Razones P/Q y sistema reproductivo. a) Razdn P/Q para categorias de
sistema reproductivo de Cruden (1977); b) Razoén P/O para sistemas reproductivos
propuestos para Alstroemeria; .= taxa cuyo sistema reproductivo fue evaluado a través
de cruzamientos controlados mostrando las categorias reproductivas basadas en IAF, IAI
y estimacion de la protandria. E= exdgama, M= mixta, A= autdgama. IL= taxa en que
solo se conoce larazén P/O. P ara d os especies 1arazén P/O indicada c orresponde al
promedio entre este estudio y otro previo (4. aurea; Aizen & Basilio, 1995 y A. pallida

YL, Uslar, 1982).
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El desplazamiento de los valores de razén P/O en Alstroemeria apoya la
sugerencia (Preston, 1986; Vasek & Weng, 1988) que los rangos dados por Cruden
(1977) no deben utilizarse para predecir sistemas reproductivos en especies
determinadas y anivel comunitario (Medan, 2 003). Los rangos d efinidos por Cruden
(1977) son de poca utilidad puesto que cada especie puede estar influenciada por
distintos factores que modifican la razdén polen-6vulo, atiin cuando puedan poseer similar
sistema reproductivo. Entre estos factores se cuentan el tipo principal de recompensa que
ofrece la planta; el tipo de vector de polinizacidn; existencia de mecanismos especiales
de transporte de polen, como por ejemplo polinios; mecanismos de liberacion del polen;
el momento de la estacion en que se determina, y finalmente factores ecoldgicos tales
como depredacion y dispersion de semillas, y parasitismo que pueden crear
compromisos en los nimeros tanto de évulos como de granos de polen (Wilbur, 1976;
Preston, 1986; Lopez et al., 1999; Cruden, 2000; Wyatt y col., 2000; Hansman, 2001;
Hirgens y col., 2002; pero ver Seijo & Neffa, 2004). Por lo tanto, se ha sugerido el
desarrollo de estandares a nivel de género, tribu o familia (Preston, 1986; Philbrick &
Anderson, 1987; Vasek & Weng, 1988), posicién que este trabajo confirma fuertemente.
En este sentido, el presente estudio es uno de 1 os primeros que d etermina valores de

razén P/O para un gran numero de especies de un mismo género.

Finalmente, el tltimo aspecto a abordar es una consideracidon metodoldgica, Los
resultados obtenidos en Alstroemeria confirman la necesidad de evaluar la variabilidad
en la cantidad de polen entre todas las anteras de la flor, previo a la decisién de tomar

solo algunas como representativas de la totalidad. Otros estudios también muestran
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variacién entre anteras (Wyatt, 1984b; Preston, 1986; Gallardo y col., 1994). Si bien el
contabilizar el niimero de granos de polen s6lo en algunas anteras de la flor es una
priactica comun en trabajos que evalian la razén polen ovulo (Cruden, 1977; Spira,
1980; Cruden & Millar-Ward, 1981; Dudash, 1991; Escaravage y col., 1997; Wang v
col., 2004), puede conducir a resultados sesgados en el caso de que dicha variabilidad
sea elevada (Wyatt, 1984b). En el otro extremo, la mayoria de los estudios contabilizan
la razén P/O mezclando todas las anteras de una misma flor (Philbrick & Anderson,
1987; Ritland & Ritland, 1989; Jiirgens y col., 2002). Al mezclar anteras de una flor no
se detecta la potencial variacidén entre ellas la que puede tener un significado bioldgico.
Por ejemplo, en Epliglottis la variacién entre anteras reflejaria la probabilidad
diferencial de autopolinizacién dependiendo la antera de la cual deriva el grano de polen
(Gallardo y col., 1994). El significado biolégico del contenido diferencial de polen en

las anteras de los dos verticilos en Alstroemeria (Tabla 2.1) es una pregunta abierta.




CAPITULO 3. EVOLUCION DE CARACTERES FLORALES Y

RAZON P/O EN EL GENERO ALSTROEMERIA EN CHILE

INTRODUCCION

La biologia evolutiva se ha preocupado de estudiar patrones y procesos
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de

evolucion que han llevado a la diversificacién de los organismos (Darwin, 1872; Gould,

1986), en los cuales la adaptacion habria tenido un rol fundamental (Miles & Dunham,

1993). En este contexto, comparaciones enire especies han servido para generar o

evaluar hipétesis acerca de la evolucién de adaptaciones (Miles & Dunham, 1993).

Especificamente, correlaciones entre rasgos o entre éstos y algiin factor ambiental

sugeririan el sentido adaptativo del rasgo (Miles & Dunham, 1993) siendo usadas como

hipétesis sobre evolucién de caracteres (Brooks & McLennan, 1991). Sin embargo,

su

uso en biologia comparativa ha sido puesto en duda ya que los métodos comparativos

tradicionales, que utilizan la estadistica convencional, asumen que los datos son

independientes (Harvey & Pagel, 1991). Debido a que las especies bajo estudio no estin

igualmente relacionadas existe la posibilidad de correlaciones espurias (Martins, 2000).
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La presencia de un rasgo en una especie podria ser el resultado de una herencia

filogenética mas que una adaptacion (Miles & Dunham, 1993).

La incorporaciéon de las relaciones filogenéticas entre las especies permite
incorporar una perspectiva histérica dentro de la evolucién de caracteres (Armbruster,
1993; Brown y col., 2000) gracias al uso de métodos cladisticos para estimar una
filogenia (Hennig, 1966), a partir de caracteres morfolégicos, moleculares o ecolgicos
(Armbruster, 1993). El conocimiento de la filogenia de un grupo de especies, es decir, el
patrén jerdarquico de descendencia de ese grupo a partir de un ancestro comun, sumado a
la informacién acerca de los estados de caracteres en especies actuales, permite
reconstruir los eventos histéricos de evolucion (Pagel, 1999) conociendo los patrones de
cambio evolutivo que un caracter ha experimentado (Martins & Hansen, 1997). El uso
de filogenias provee un sustrato que permite la evaluacién de asociaciones evolutivas
entre caracteres, es decir, si la aparicidén de un caricter es contingente a la aparicion de
ofro; dicho de otra manera, si existe evidencia de cambio evolutive correlacionado
(Ackerly & Reich, 1999; Martins & Hansen, 1997). Ademas, al mapear caracteres
morfolégicos, ecolégicos, de comportamiento y de historia de vida enla filogenia se
puede evaluar si ellos representan herencias de un ancestro comin o si se deben a
eventos evolutivos repetidos e independientes (McLennan, 1994; Losos, 1990; Brown et

al 2000).

En las angiospermas, la seleccion por parte de los polinizadores es reconocida

como una de las fuerzas primordiales en la evolucion floral (Kevan, 1983; Waser, 1983).
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Por ello, en la presente tesis se estudiaron dos caracteres florales que han mostrado ser
importantes en la relacién entre planta y polinizador y por ende, en el proceso de
reproducccién (Galen & Newport, 1987; Stanton & Preston, 1988; Galen, 1989, 1996;
Galen & Stanton, 1989; Young & Stanton, 1990; Herrera, 1993a, 1993b; Johnson y col.,

1995; Johnson & Dafhi, 1998; Totland y col., 1998)

El primer caracter floral estudiado fue la forma. La evolucién de una amplia
gama de formas florales se relaciona con el proceso que permite a los polinizadores
discriminar enfre flores de diferentes especies (Davenport & Lee, 1985). El el presente
trabajo se estudia el grado de diseccion del contorno de la corola, es decir, la variacion
existente desde flores cuyos pétalos conforman un contorno redondeado hasta aquellas
donde este contorno esta marcadamente interrumpido por hendiduras superficiales entre
los pétalos (Herrera, 1993a). Diversos estudios muestran la preferencia de abejas,
mariposas, polillas y moscas-abeja por flores artificiales con contornos disecados (Hertz,
1935; Free, 1993; Herrera, 1993b; Kelber & Pfaff, 1997; Johnson & Dafhi, 1998; pero
ver Dafhni, 1997 para un resultado conirario en escarabajos). Otros estudios muestran una
mayor produccién de frutos en flores con mayor grado de diseccidn del contorno de la
corola la que se asociaria con una mayor discriminacion por parte de los insectos
(Herrera, 1993b). Las flores con contornos disecados serian mas detectables por insectos
que se estan moviendo debido a que generan un mayor estimulo de encendido y apagado
(“visual flicker™) en el ojo compuesto (Wolf & Zerrhan-Wolf, 1935; Anderson, 1977).
El contorno de la corola ha sido estudiado evaluando la dimension fractal del contorno

(Herrera, 1993b) y con el uso de morfometria geoméirica, especificamente con
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“landmarks” (Herrera, 1993a) o bien en pruebas en que se ofrece modelos con distinto

grado de diseccién del contorno de la corola a polinizadores (Johnson & Dafni, 1998).

El segundo caricter floral relevante es el tamafio floral. El tamaiio floral es uno
de los rasgos que ha concentrado mayor atencion de los botanicos debido a que afectan
el proceso de polinizacién. Estudios de campo muesiran mayores tasas de visita a flores
grandes p or abejas en Epilobium a ngustifolium (Moller, 1 995), p or moscas sirfidos y
abejas en Raphanus sativus (Stanton & Preston, 1988; Young & Stanton, 1990), en
Polemonium viscosum (Galen & Newport 1987; Galen, 1989) y en Sidalcea (Ashman &
Stanton, 1991), y mayores tasa de remocion de polen en Raphanus sativus (Young &
Stanton, 1 990). En Campanula americana en que se redujo artificialmente el tamafio
floral también se encuentra una disminucién en la tasa de visita de polinizadores
{Johnson y col., 1995). Estudios realizados en laboratorio con flores artificiales revelan
la misma tendencia de preferencias en mosca-abeja (Johnson & Dafni, 1998), en
abejorros (Kugler, 1943; Brian, 1957), abejas meliferas (Free, 1970; Lehrer y col.,
1995), polillas (Knoll, 1922; Brantjes, 1973) y escarabajos (Dafni, 1991b), como asi
también tiempos de biisqueda menor cuando se trata de flores de mayor tamafio (Spaethe
y col., 2001). Existen diversos modos en que se ha estimado el tamafio floral. Entre ellos
se cuentan diametro floral o de la inflorescencia (Mulligan & Kevan, 1973; Spira, 1980;
Bell, 1985, Galen & Newport, 1987; Kang & Primack, 1991), longitud del 1é6bulo de la
corola (Ashman & Stanton, 1991), ancho (Galen, Zimmer & Newport, 1987), largo de la
antera (Whalen, 1978), longitud del contorno (Kevan, 1970) y la proyeccién plana desde

la direccién de aproximacién del visitante (Dafni, 1991a, 1992; Herrera, 1993a).
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Si se considera el tamafio d esde 1a p erspectiva de la evolucidn del sistema de
reproduccion, la transicion hacia la autofertilizacién en varios taxa estd asociada con la
evolucién de rasgos que facilitan la depositacion del propio polen y reduccién de
asignacion de recursos a estructuras florales (Ornduff, 1969; Arroyo, 1973; Cruden
1977; Ritland & Ritland, 1989). Se ha documentado que las flores de especies
autégamas son mas pequefias, menos vistosas y menos perfumadas que las flores de
especies altamente exdgamas (Arroyo, 1973; Vasek & Harding, 1976; Cruden, 1977;
Wryatt, 1984a; Goodwillie, 1999). Strid (1970) hallé un menor tamaifio floral en Nigella
doerfleri que en N. arvensis que es mas exogama. Similar tendencia se encuentra en
Lycopersicon pimpinellifolium (Rick y col., 1977), entre especies de Trichostema (Spira,
1980), en el género Clarkia donde tanto al nivel de especies, de subespecies y de
poblaciones se encuentra que taxa autogamos poseen flores mas pequeiias que los
exdgamos (Vasek & Harding, 1976; Vasek & Weng, 1988). Sin embargo, Shoen (1982)
usando el peso floral como indicador del tamafio floral, no hallé correlacién en Gilia

achilleifolia.

Escasos son los estudios que han abordado la relacién entre tamafio y contorno
de la corola. Johnson y Dafni (1998) hallaron que flores artificiales con contornos de
corola disecados eran mas visitadas que flores del mismo tamafio con contornos menos
disecados. Dafni y Kevan (1997) sugirieron que el contorno mas complejo de la corola

en flores pequefias era una estrategia compensatoria dado que producirfan mas

“parpadeo” (flicker”) en el sistema visual del insecto.
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Con relacién al tamafio floral, en Alstroemeria, Bayer (1987) distinguié 3
categorias de flores: pequefias, medianas y grandes, pudiendo la longitud de los tépalos
de las flores grandes duplicar la de las pequefias. Un estudio realizado en A. pallida en
que se disminuyo artificialmente el tamafio de las flores y en donde la flor quedaba sin
sus guias de néctar, demostrd que la tasa de visita de insectos disminuia (Cavieres y col,,
1998). Este resultado ocurre sélo en la condicidén de parches de alta densidad, sugiriendo
que tanto la densidad como el tamafio de las flores son sefiales importantes para el
polinizador (Cavieres y col.,, 1998). Sin embargo, trabajos en que se disminuy6
artificialmente el tamafio d e los tépalos laterales de A. /igfu spp. simsii no mostraron

cambios en la tasa de visita (Botto & Ojeda-Camacho, 2000).

Con relacion a parametros de la forma floral, todas las especie chilenas del
género Alstroemeria poseen simetria bilateral (Bayer, 1987). Sin embargo, en la forma
del contorno floral existe una gran variacién resultado de la longitud vy ancho de cada
uno de los tépalos y del grado de yuxtaposicion de ellos. Las especies varian desde
aquellas cuyas flores poseen contornos muy redondeados, con alto grado de
yuxtaposicion entre los tépalos, es decir, con bajo grado de diseccién del contorno floral,
hasta aquellas con bajo grado de yuxtaposicién entre los tépalos y mayor grado de
diseccion floral, generando un aspecto parecido a estrella. Un estudio que evalud el
efecto de la alteracion de la simetria floral en los tépalos laterales (A2 y A3, Fig. 2
Modelo de Estudio) de A. ligtu spp simsii, demostrd ausencia de cambio en la tasa de

visitas. S6lo se observé disminucién en la tasa de visita cuando se extrajeron los tépalos
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internos superiores (I1 e 12, Fig. 2 Modelo de Estudio) que son los poseen gufas de

néctar (Botto & Ojeda-Camacho, 2000).

Los escasos estudios sugieren que en Alstroemeria tamafio y simetria floral,
siendo esta tltima uno de los aspectos de la forma floral, pueden jugar un papel
importante en la atraccién de los polinizadores y por ¢llo, en el sistema de reproduccion.
Asumiendo que los caracteres florales pueden ser interpretados como rasgos que
evolucionaron a través de presiones selectivas generadas por ejemplo, por polinizadores
(Kevan, 1983; Waser, 1983), surge la posibilidad de analizar ambos caracteres desde una

perspectiva evolutiva.

Los objetivos del presente trabajo fueron, en primer lugar, examinar la variacién
del tamafio floral y grado de diseccidn del contorno de la corola de 21 taxa chilenos de
Alstroemeria. En segundo lugar, evaluar las cormrelaciones evolutivas entre caracteres
florales y entre éstos y caracteres reproductivos. Finalmente, se trazaron las trayectorias
filogenéticas de los caracteres florales y de la razén P/O, como indicador del sistema de
reproduccion, mapeando los estados de los caracteres en el cladograma y reconstruyendo

los caracteres ancestrales,
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MATERIALES Y METODOS

I. GRADO DISECCION DE LA COROLA

El grado de diseccion del contorno floral se evaluo a partir de fotografias tomadas a las
flores en el terreno, con una cimara digital AGFA ePhoto CL30 CLkK™ con una
resolucion de 640x1420 pixeles. Se eligieron flores que no tuvieran rastro de dafio por
herbivoros. Las flores fueron cortadas del gje floral y colocadas en un soporte frente a
una cdmara digital que captura la proyeccién plana frontal de la flor (Dafni, 1991a, 1992,
1994; Herrera, 1993a). Las flores se fotografiaron con un fondo negro. Las fotografias se
procesaron con la ayuda del programa Adobe® Photoshop 5.0 con el que obtuvo
imagenes en blanco y negro. El estudio se realizé en un total de 21 taxa pertenecientes a
19 especies (Tabla 1.1). Las mediciones se realizaron en una flor por individuo y el
nimero promedio de individuos muestreados en cada taxon fue de 47,76 (desviacién
estandar = 5,18) con un minimo y un maximo de 35 y 56, respectivamente. Con la aynda
del programa SigmaScan Pro 5.0.0 se computé el “factor de forma” floral definido por la

siguiente formula:

F= 4 A Donde A = area, P = perimetro
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El factor de forma varia desde valores de 1 en objetos completamente redondos
hacia valores cercanos a 0 en aquellos objetos cuyo contorno es mas disecado, con una

menor razon area/perimetro para objetos redondos de la misma area (Fig. 3.1).

Figura 3.1, Grado de diseccion del contorno floral. Se muestra la variacién posible de
contornos florales en Alstroemeria y sus valores de factor de forma asociados. a)
contorno de corola semejante a un circulo con factor de forma igual a 1 y b) contorno de

corola complejo con factor de forma cercanoc a 0.
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II. TAMANO DE LA COROLA

El tamafio de Ia corola se evalué como la proyeccién plana de la corola (Dafhi, 1991a,
1992, 1994; Herrera, 1993a) a partir de las mismas fotografias con las cuales se evalud
el grado de complejidad de la forma de la corola usando el programa SigmaScan Pro
5.0.0 que calcula dicha variable. El nimero de individuos muestrados es el mismo que

en el estudio de la complejidad del contorno de la corola,

111 CORRELACION ENTRE CARACTERES Y FILOGENIA

Para el estudio de evolucion de caracteres tamafio y factor de forma floral, y de la razon
P/O, se construydé una hipdtesis filogenética que contiene sélo los 21 taxa estudiados,
mas las dos especies de grupo externo. Las relaciones filogenéticas entre los taxa de
Alstroemeria usados en este estudio se derivan del andlisis filogenético mayor,
presentado en el capitulo 1, y que comprende un ntimero mayor de especies. Los 9
arboles mas parsimoniosos obtenidos sélo se diferencian en el orden en que se presentan
sus ramas, por lo tanto, se escogié uno al azar (Fig. 3.2). En todos los analisis realizados

se us6 el promedio de la especie para cada caracter.

El andlisis de las relaciones filogenéticas basadas en datos moleculares evita el
riesgo de circularidad en el que se puede incurrir al utilizar caracteres para construir la
filogenia que pueden estar correlacionados, genética o funcionalmente, con aquellos
caracteres que se mapean (Brooks & McLennan, 1991; Armbruster, 1993; de Queiroz,

1996; pero ver Hérlin, 1999).
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Figura 3.2 . Filograma de uno de los 9 drboles mds parsimoniosos resultantes del
andlisis de maxima parsimonia de las secuencias del espaciador frnF-ndhJ, para los 21
taxa de Alstroemeria en los cuales se estudio la evolucién de caracteres. El niimero sobre

las ramas es el valor de bootstrap mayor que 50% para 500 réplicas.
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La evaluacion d e 1 a existencia d e e volucion c orrelacionada entre caracteres se
realizé utilizando el criterio de maxima verosimilitud implementada en el programa
Continuous (Pagel, 1997, 1999). Se calcula un estadistico, la razén de verosimilitud
(LR} que compara la bondad de ajuste de un modelo simple con un modelo que contiene
los pardametros que representan los procesos evolutivos que se desea estimar (LR= -2
log. (Hy/H,)), donde H, representa el modelo nulo, mas simple, y H; el modelo
alternativo que contiene los parimetros que representan el proceso evolutivo que se
desea estimar. Cuando el modelo mas simple es un subconjunto del mas complicado, el
estadistico LR se distribuye asintoticamente como chi-cuadrado con grados de libertad
ignales a la diferencia en el mimero de parametros entre los dos modelos. En este caso
en modelo simple (H,) lo constituye aquel que contempla evolucién independiente de

los rasgos y el modelo complejo es el que si 1a contempla (H;).

La reconstruccion de estados ancestrales y ¢l mapeo de los estados de los
caracteres en el cladograma se llevaron a cabo utilizando métodos basados en el
principio de parsimonia, es decir, aquel que minimiza el mimero de cambios de carcter
ocurridos en la historia evolutiva de ese caracter para producir la diversidad observada
entre las especies contemporaneas (Maddison, 1991; Pagel, 1999). Especificamernte, se
uso parsimonia cuadratica ponderada implementada en el programa Mesquite (Maddison
& Maddison, 2004). Esta aproximacion toma en cuenta tanto el cambio de los estados
del caricter a través de las ramas como el largo de las mismas, especiificamente,
minimiza la suma de los cambios cuadraticos, dividida por el largo de las ramas

(Maddison, 1991; Webster & Purvis, 2002).
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Para el célculo de las razones de verosimilitud es necesario determinar cuil de
dos modelos explica mejor la evolucién de los caracteres en estudio. Uno de ellos, el
més simple, no considera una tendencia hacia una direccion dominante de cambio
evolutivo, en cambio el segundo si lo hace, es decir, €l valor del estado del caricter se
hace mayor o menor desde los ancestros hacia las especies actuales (Pagel, 1997, 1999).
Una vez que se ha determinado cual de los modelos representa mejor la evolucién de los
caracteres bajo estudio, se calcula el pardmetro lamda que estima la influencia de la
filogenia en la evolucion de rasgos. Lamda igual a 0 quiere decir que se asume una
filogenia en forma de “estrella”, donde la evolucién de un caracter es independiente de
las relaciones filogenéticas entre las especies, lamda menor a 1 implica que la historia
filogenética tiene minimo efecto y lamda igual a 1 cuando si la tiene (Pagel, 1997,
1999). El célculo de 1a razén d e v erosimilitud antes d escrito, p ara d etectar e volucién
correlacionada de caracteres, se hizo estimando tanto en el modelo nulo como en el

alternativo, los valores del parametro lamda.

Dado que las politomias interfieren en la reconstruccion de la evolucion de los
caracteres (Maddison, 1989) y que la reconstruccién de estados ancestrales por
parsimonia c uadrética p onderada no p ermite i ncluirlas, t anto p ara e stos andlisis ¢ omo
para la evaluacion de evolucion correlacionada se resolvieron las politomias presentes en
el cladograma. Estas fueron interpretadas como politomias “blandas”, es decir como
incertezas acerca de las relaciones evolutivas de los taxa involucrados (Maddison,
1989). Si bien algunos autores recomiendan como método para solucionar estas

politomias el considerar el largo de ramas enfre los nodos internos como igual a 0
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(Felsenstein, 1985; Purvis & Garland, 1993), este procedimiento no permite ufilizar el

criterio de parsimonia cuadrética.

Dado que la mayoria de las politomias presentadas por la hipétesis filogenética
provienen de la presencia de secuencias idénticas entre taxa, la forma de resolucion de
éstas fue arbitraria, creando un patrén de ramificacion al azar dentro de la politomia,
asignindole un largo de ramas pequefio, igual a 10°°, Para explorar en qué grado la
resolucién de politomias elegida afecta el analisis de evolucidn correlacionada y la
reconstruccion de los estados ancestrales, ambos analisis se llevaron a cabo en dos

topologias alternativas resueltas de distinta manera, comparandose sus resultados.

IV. ANALISIS ESTADISTICO

Con relacion a los caracteres florales tamafio y complejidad del contorno de la corola,
previo al andlisis de los datos, se probo6 la normalidad (Test Kolmogorov Smirnov) y
homocedasticidad (Test Levine) de los datos. En caso de no cumplir con algunos de
estos requisitos se usé estadistica no paramétrica. Para detectar diferencias en el tamafio
floral y en el factor de forma entre los taxa estudiados se llevo a cabo, en cada caso, un

ANDEVA de una via.
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RESULTADOS

I. GRADO DE DISECCION DE LA COROLA

La variacidn en la complejidad del contorno de la corola entre las distintas especies de
Alstroemeria es significativa (ANDEVA 1 via, F = 105,3 gl= 20 p < 0,001). La
amplitud de valores van desde especies con altos valores de factor de forma y, por lo
tanto, con un contorno redondeado, hasta aquellas que presentan un contorno mas
complejo o disecado (Tabla 3.1). En el primer grupo destaca A. umbellata, con el valor
de factor de forma maés alto, 0,49, y en el otro extremo, 4. hookeri ssp recumbens la que

posee flores con la forma mas compleja o disecada, con valor de factor de forma de 0,13.

II. TAMANO COROLA
El tamaiio floral mostré variacion significativa (ANDEVA 1 via, F=372,94 gl=20p <
0.001). EI tamafio de la corola varia desde 1,5 cm? en 4. graminea hasta 25,4 cm’ en

Alstroemeria magnifica TN, la especie con flores mas grandes (Tabla 3.1).




Tabla 3.1. Tamaiio y factor de forma floral para 21 taxa chilenos de Alstroemeria.

La nomenclatura es la misma que la contenida en la Tabla 1.1.
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Taxon

Tamafio floral (cm”)+2 EE  Factor de forma floral + 2 EE

A. angustifolia ssp.

angustifolia Q

A. angustifolia ssp.

velutina

A. aurea TC

A. diluta ssp.
chrysantha

A. exerens VN

A. graminea

A. hookeri ssp.
recumbens

A. ligtu ssp. simsii
RC

A. magnifica TN

A. magnifica ssp.
magnifica BA

6,417 £ 0,308

6,570 £ 0,438

10,317 £ 0,744

4,412 £ 0,258

14,697 £+ 0,890

1,545 £ 0,162

4,450+ 0,234

6,272 £ 0,410

25,445 £ 1,766

21,679 £ 1,442

0,291 £0,018

0,367 £ 0,020

0,193 £0,014

0,327 £0,018

0,361 0,018

0,299 £ 0,016

0,134 £0,010

0,242 £ 0,012

0,375+ 0,014

0,371 £0,012



Tabla. 3.1. Continuacion
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Taxon

Tamaiio floral (sz) +2 EE

Factor de forma floral + 2 EE

A. pallida YL

A. patagonica

A. pelegrina

A. polyphylla

A. presliana ssp.

presliana

A. pulchra ssp.
pulchra

A. schizanthoides

SJ

A. umbellata VN

A. versicolor

A. violacea

A. zoellneri

9,530 + 0,598

2,184 +0,116

21,136 £ 1,358

2,416 £ 0,156

7,696 + 0,251

5,903 £0,183

5,756 £ 0,166

6,743 £ 0,220

4,634+ 0,108

23,507 + 0,782

5,354+ 0,190

0,286 + 0,014

0,390 £ 0,016

0,318 £ 0,012

0,249 £+ 0,022

0,262 + 0,022

0,335+ 0,018

0,384 £ 0,018

0,491 £ 0,022

0,210+ 0,016

0,305+ 0,014

0,176 £ 0,010
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III. CORRELACION ENTRE CARACTERES Y FILOGENIA

El resultado del test que evalia la influencia de las relaciones filogenéticas en la
evolucién de los caracteres revela que la evolucidn tanto del tamafio como del factor de
forma floral es independiente de las relaciones filogenéticas entre las especies, con un
lamda igual a 0 (Tabla 3.2). En el caso de la razdn polen-évulo, Ia estimacién de lamda
es de 0,928, el que resulta ser significativamente distinto de 0. Si se realiza el test de
maxima verosilimitud que compara un modelo en que lamda toma el valor 1 (i.e. existe
efecto filogenético en la evolucidon del caracter) con ofro que considera el lamda
estimado (0,928) resulta ser significativo (p < 0,05), es decir, el lamda estimado es
diferente de 1, indicando que la filogenia s6lo tiene cierta influencia en la evolucion de
los caracteres analizados (Tabla 3.2). Dado que para los tres caracteres evaluados lamda
resulta ser distinto de 1, valor que toma ese pardmetro “por defecto” en los analisis, para

cada uno de los signientes analisis se estimé el parametro lamda.

El test de razon de mdxima verosimilitud entre el modele que considera o no la
direccionalidad en el cambio evolutivo de los rasgos, resulté no ser significativo, en los
tres caracteres estudiados. Ello indica que ¢l modelo que describe mejor la evolucion
tanto de la razoén P/O como del tamaifio y complejidad del contorno de la corola es el no

direccional (Tabla 3.3). Este es el modelo que se adoptdé en los calculos que siguen.
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Tabla 3.2. Valores del parametro lamda para cada uno de los caracteres y test de razon
de maxima verosimilitud que compara un modelo de ausencia de efecto filogenético en
la evolucion de caracteres (H,) con A= 0 con el modelo en que A se estima con méaxima

verosimilitud. *p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Carécter Lestimado LnLR gl p
Tamafio floral 0 0 1 1
Factor de forma floral 0 0 1 1
Razén P/O 0,928 2,527 1 p <0,05*

Tabla 3.3. Test de razon de maxima verosimilitud que compara el modelo no direccional
(H,) con el modelo direccional de cambio evolutivo (H;), con A estimados

simultaneamente por maxima verosimilitud. *p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Caracter LnLR gl p
Tamafio floral 1,413 1 0,093
Factor de forma floral 0,406 1 0,367

Razon P/O 1,536 1 0,080
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El resultado del test que compara el modelo de evolucion independiente con el de
evolucion correlacionada resulté no significativo para todas las combinaciones entre los
caracteres. De ellos se concluye que en Alstroemeria tanto la razén polen-6vulo como el

tamafio y el factor de forma floral evolucionan independientemente entre si (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Correlaciones entre caracteres florales y reproductivos bajo un modelo de
cambio evolutivo no direccional. Valores de p de los test de razones de maxima
verosimilitud que compara el modelo de evolucidn independiente (H,) con el modelo de

evolucién correlacionada (H;), con A estimados simultaineamente por maxima

verosimilitud.
Caracteres Coeficientede LnLR g.l. p
correlacion
Tamafio y factor de forma floral 0,238 0,613 1 0,268
Tamafio y razén P/O 0,348 1,358 1 0,099

Factor de forma floral y razén P/O -0,285 0,890 1 0,182
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Dada la ausencia de efecto filogenético en la evolucion de los caracteres tamaiio
y grado de diseccion dela corola y del escaso efecto filogenético en el caso de la razon
P/O, es posible calcular coeficientes de correlaciéon basados en la estadisctica clasica,
que toma cada punto como datos independientes. La correlacion entre los caracteres
resulta ser no significativa tanto entre el tamafio de la corola y el factor de forma floral
(coeficiente de correlacion producto-momento de Pearson 1= 0,25 p = 0,28)(Fig. 3.3a),
como entre el tamafio de la corola y la razéon P/O (coeficiente de correlacion producto-
momento de Pearson, r= 0,34 p = 0,13) (Fig. 3.3b) y entre el factor de forma floral y la
razoén P/O (coeficiente de correlacion producto-momento de Pearson r= -0,29 p = 0,2)

(Fig. 3.3¢).

Figura 3.3. Correlaciones entre caracteres florales y reproductivos. r= coeficiente de
correlacion producto-momento de Pearson.

a) tamailo de la corola y factor de forma floral. = 0,25 p=0,28

b) tamaiio de la corola y razon P/O. r= 0,34 p<0,13

¢) factor de forma floral y razén P/O. = -0,29 p<0,20
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Figura 3.3. Continuacion
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La trayectoria evolutiva del tamafio de la corola muestra, en términos muy
generales, evolucion en el clado norte de especies con tamaiios florales, en promedio,
mayores que las del clado sur, a partir de un ancestro con flores de tamafio intermedio
(14,5 cm?). Sin embargo, existe evolucion paralela de tamafos florales grandes en
ambos clados. Esto ocurre en especies que habitan ambientes costeros, A. magnifica ssp.
magnifica BA, A. magnifica TN y A. violacea en el clado norte y A. pelegrina en el

clado sur (Fig. 3.4, Tabla 3.1). También existe evolucion paralela de tamafios florales
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pequefios en ambos clados, representado por A. graminea y A, polyphylla en el norte y
A. patagonica en el sur. Es destacable que tamafios florales muy diferentes estan
ampliamente d istribuidos en todo el cladograma yno restringidos en solounclado o
subclado. Es el caso de 4. patagonica y A. aurea y, dentro del subclado con politomias
del clado norte, 4. diluta ssp. chrysantha y A. schizanthoides en comparacioén con las ya

nombradas 4. magnifica ssp. magnifica y A. magnifica TN.

La trayectoria evolutiva del factor de forma floral (Fig. 3.5) revela que no existe
una tendencia evolutiva clara entre ambos clados, los que poseen un ancestro comin que
presenta valores intermedios de factor de forma floral (0,31). Destaca la evolucion en
s6lo una ocasién de un contorno de corola extremadamente redondo, en A. umbellata.
Por el contrario, de factores de forma pequefios, que reflejan corolas con contornos muy
disecados, han evolucionado en repetidas ocasiones y sélo en el clado sur (e.g. A4
hookeri ssp. recumbens, A. zoellneri, A. aurea). En el clado norte s6lo 4. polyphylla
(Tabla 3.1) presenta un grado de diseccién de la corola casi comparable a las anteriores
especies, pues el resto de las especies poseen, en general, contornos redondeados. En el
factor de forma, al igual que en el tamafio floral, se presentan estados del caricter
muy diferentes entre especies muy cercanas, situacién que se da principalmente en el
clado sur. Ejemplo de ello es A. hookeri ssp. recumbens, especie con corola muy
disecada, y A. angustifolia ssp. velutina y A. pulchra ssp. pulchra, con contornos florales
més redondos; entre A, patagonica, con corola redondeada y 4. aurea, con mayor

diseccion del contorno floral.
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Figura 3.4. Reconstruccion de estados ancestrales del caracter tamafio de corola
expresado como drea (cm®). La reconstruccion fue hecha con el criterio de parsimonia
cuadratica implementada en el programa Mesquite. El patron de ramificacion

dicotémico, a nivel de los nodos terminales, es arbitrario ( ver Fig. 3.2).
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Figura 3.5. Reconstruccion de estados ancestrales del caracter contorno de la corola
descrito por el factor de forma floral. La reconstruccion fue hecha con el criterio de
parsimonia cuadratica implementada en el programa Mesquite. El patron de ramificacion

dicotémico, a nivel de los nodos terminales, es arbitrario ( ver Fig. 3.2).
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La razén P/O (Fig. 3.6) muestra una leve tendencia en la evolucion hacia razones
P/O mayores en el clado norte a partir de un ancestro con valores intermedios (6045).
Existe evolucién independiente de especies con valores muy pequefios, 4. graminea en
el clado norte y 4. patagonica en el clado sur (Tabla 3.1). La evolucién de una razén
P/O extremadamente elevada ocuire s6lo en una oportunidad, en 4. polyphylla, y en
menor medida en A. presliana ssp. presliana, ambas en clados diferentes, lo que también
sugiere evolucion independiente. Al igual que en los caracteres florales ya discutidos, se
encuentran razones P/O muy diferentes en especies cercanas. Es el caso de 4. graminea

y A. polyphylla en ¢l clado norte y de A. patagonica y A. aurea en el clado sur.

Los resultados obtenidos con filogenias donde la politomia se resolvié con una
topologia alternativa, r esultaron s er practicamente s imilares (datos no mostrados) a 1a
primera forma de resolucién. Otros estudios recomiendan la eleccion al azar de uno de
los arboles con politomias resueltas (Ackerly & Reich, 1999) dado que tienen poca
influencia en el analisis de las correlaciones entre rasgos (Donoghue & Ackerly, 1996;

Rice y col., 1997).
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Figura 3.6. Reconstruccion de estados ancestrales del caracter razon polen-6vulo. La

reconstruccion fue hecha con el criterio de parsimonia cuadratica implementada en el

terminales, es arbitrario ( ver Fig. 3.2).
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DISCUSION

La discusion del presente capitulo se enfocard en tres aspectos: a) la evolucién
correlacionada de los caracteres florales y reproductivos, b) las trayectorias evolutivas
de los caracteres con énfasis en la evolucién de la autogamia y ¢) limitaciones de este

estudio.

Uno de los resultados mas destacables del presente estudio es Ia ausencia de
correlaciones evolutivas significativas entre caracteres florales, y entre estos y la razén
P/O, al considerar los 21 taxa bajo estudio (Tabla 3.4). Esto sugiere que no existe una
relacién bioldgica intrinseca entre los cambios evolutivos en los caracteres. Sin
embargo, se discutirAn casos puntuales donde se sugiere una correspondencia enire

caracteres.

Especificamente, si bien la evolucion del tamafio floral no estuvo asociada a la
evolucién de la razén P/O en Alstroemeria, existe la tendencia de que a mayor tamafio
floral mayor sea la razén P/O (Tabla 3.4), la que es un indicador de exogamia.
Numerosos estudios muestran correspondencias enfre flores de mayor tamafio en
especies o poblaciones exdgamas y mas pequefias en poblaciones autégamas (Ornduff,

1969; Rick y col., 1978; Wyatt, 1984a; Schoen, 1982; Geordiady & Lord, 2002). El
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tamafio floral en poblaciones exdgamas tendria como mecanismo subyacente la
seleccion mediada por polinizadores los c'1ue muestran mayor preferencia por flores con
ese tamafio {Galen & Newport, 1987; Stanton & Preston, 1988; Galen, 1989, 1996;
Galen & Stanton, 1989; Totland y col., 1998; Young & Stanton, 1990; Johnson y col.,
1995). A pesar de la ausencia de correlacién evolutiva significativa al considerar todas
las especies en estudio, es muy evidente que en las especies autdgamas de Alstroemeria

(4. patagonica y A. graminea) ha evolucionado tamaiios florales pequefios.

La evolucién de la razon P/O no se correlaciona significativamente con la
evolucion del factor de forma floral aunque existe la tendencia de que a mayor razén
P/O y por ende, mayor exogamia, existan contornos florales mas disecados o complejos
(Tabla 3.4). Esta tendencia se presenta de forma muy acentuada en 4. polyphylla,
especie con flores de contorno muy disecado y con el valor més elevado de razén P/O de

todas las especies estudiadas.

Sibien en el género Alstroemeria no existe correlacién evolutiva significativa
entre el tamafio y la complejidad del contorno de la corola (Tabla 3.4), existe una fuerte
tendencia de que a mayor tamafio floral mas redondo o menos disecado es el contorno de
la corola. Esto es muy evidente en las especies del norte A. magnifica ssp magnifica BA.
A. magnifica TNy A. pelegrina. Inversamente, A. polyphylia, tiene flores pequefias y
con elevado grado de diseccidn floral. El hecho de que sea, con mucha probabilidad, una
especie altamente exdgama (gran razoén P/O) implica su dependencia por parte de

polinizadores. Se ha propuesto que flores pequefias tienden a poseer méirgenes mds
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disecados que las flores grandes, en respuesta a la seleccién por mayor atraccidn para los

polinizadores (Dafni & Kevan,1997).

Con respecto a la trayectoria evolutiva de los caracteres florales y de larazén
P/O, el mapeo de los caracteres permitid la determinacion de los caracteres ancestrales y
trazar las direcciones de cambio, en los caracteres bajo estudio. Uno de los resultados
mas importantes del presente estudio fue hallar que la evolucién de la autogamia,
inferida a partir de la razén P/O, se ha producido en forma independiente en dos
oportunidades, en especies pertenecientes a clados distintos. Estas especies, 4. graminea
y A. patagonica, viven en los extremos norte y sur de la distribucion del género en Chile,
en el desierto costero de Ia IT Regién y en la estepa patagdnica de las XI y XII Regiones,
respectivamente. La evolucién independiente de estados de un caricter refleja la
capacidad de cambio o labilidad evolutiva de ese cardcter. Una segunda expresion de la
labilidad en la evolucidn de caracteres se refiere a la presencia de especies cercanas, e.g.
dentro de un subclado, con estados del caracter muy diferentes. En Alstroemeria, esto
ocurre tanto en el clado norte como en el clado sur (ver Resultados). Pocos estudios
abordan, aunque sea tangencialmente, la razén P/O desde el punto de vista evolutivo.
Mione y Anderson (1992) sugieren evolucion paralela de la razén P/O en especies
autoincompatibles, en 2 grupos monofiléticos y hermanos de Solanum; McMullen y
Stella (datos no publicados) encontraron en las Islas Galdpagos, que la razén P/O era un
caracter no variable, representando un efecto del ancestro. Otros estudios relativos a la
evolucidn del sistema de reproduccién también han encontrado evidencia de labilidad.

Se han encontrado paralelismos y reversiones en Dalechampia (Armbruster, 1993),
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miiltiples origenes de la autocompatibilidad en Linanthus (Goodwillie, 1999), evolucién
en repetidas ocasiones de la autofertilizacion en Houstonia (Church y col., 2003), y

evolucion independiente de especies autdgamas en Tarasa (Tate & Simpson, 2004).

El cambio evolutivo también es dinamico en el tamafio floral. Se detectd
evolucion independiente, tanto en el clado norte como en el sur, de tamafios florales
grandes y pequefios. Evidencia similar se tiene en Disa donde se ha visto evolucién de
flores grandes a partir de pequefias en dos oportunidades en clados distantes asociada a
cambios en el sistema de polinizacién (Johnson y col., 1998). En Steptocarpus se halld
una tendencia al aumento de tamafio floral con reversiones a flores pequefias en algunas
especies, en donde tanto diferencias en tamafio como en la forma aparecen muy
temprano durante ontogenia (Harrison y col., 1999). En Tarasa ¢l cambio de exogamia a
autogamia implicd reduccién en la morfologia floral (Tate & Simpson, 2004). En
Veroniceae, flores ancestrales fueron pequefias con lobulos y tubos .de corola
moderadamente cortos, con surgimiento 4 veces de tubos de corola largos y dos veces de

1ébulos de corola grandes (Kampny. & Dengler, 1997).

Con relacion al grado de diseccion del contorno floral, su trayectoria evolutiva no
ha sido estudiada con anterioridad pero, sin embargo, puede afirmarse que en
Alstroemeria, es extraordinariamente dinamico. Con relacién al grado de complejidad
del contorno de la corola, Alstroemeria parece tener un ancestro con una corola poco
disecada. Esto parece ser congruente con el hecho que los géneros hermanos Bomarea y

Leontochir (Aagesen & Sanso, 2003) siendo Bomarea probablemente ancestral a
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Alstroemeria (Hunziker & Xifreda, 1990) presentan flores con simetria radial (Bayer,
1998), y con una forma del contorno de la corola muy parecida a las especies de

Alstroemeria con baja complejidad del contorno de la corola.

Finalmente, es necesario establecer las restricciones que presenta este estudio. El
valor de utilizar la aproximacion filogenética en el estudio de evolucién de caracteres
esta limitado por la capacidad de la filogenia de reflejar la verdadera historia evolutiva
del grupo (Goodwillie, 1999). La hipétesis filogenética generada para las especies
chilenas de Alstroemeria resulta potente para separar las especies en dos grandes clados,
sin embargo, a nivel de los subclados terminales no presenta una buena resolucion. Esto
conlleva a que sélo sea posible analizar las trayectorias evolutivas comparando los
estados de caracteres del ancestro més antiguo con el de las especies actuales. No es
posibie detectar direcciones del cambio evolutivo de los caracteres, en nodos cercanos a
las especies actuales lo que habria permitido un analisis en ese nivel. Sin embargo, hay
que destacar que el mapeo de caracteres se realizé sobre una filogenia que contiene ca.
el 50% de las especies chilenas (ca. 25% de las especies totales del género) y que la
adicién de nuevos taxa probablemente no afectard las conclusiones sobre origen
independiente de los caracteres pues el submuestreo tiende a infraestimar el mimero de
origenes independientes de los rasgos (Johnson y col., 1998). Por ello, a pesar de las
restricciones mencionadas anteriormente, los resultados presentados en este capitulo

representan un aporte novedoso en el estudio de la evolucién de caracteres.
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DISCUSION GENERAL

El presente estudio permitid establecer las relaciones filogenéticas dentro de las
especies chilenas del género Alstroemeria y d eterminar 1 os p atrones de evolucién del

sistema reproductivo y de los caracteres tamafio y forma florales.

El andlisis de las relaciones filogenéticas dentro de las especies chilenas del
género Alstroemeria reveld la existencia de dos clados principales, con una fuerte
correspondencia geografica. La incapacidad del marcador para resolver algunos clados
terminales podria presencia de numerosas politomias podria deberse a una

diversificacidn reciente.

La evolucién del sistema de reproduccion, inferido a partir de la trayectoria
evolutiva de la razén P/O, habria consistido en un ancestro facultativamente exdégamo
(Fig. 3.6). Si bien laregresion entre razén P/O e IAF es significativa (Fig. 2.2), sélo
permite la adjudicacién a una categoria reproductiva en las especies cuyos valores de
razén P/O son extremos. Los resultados de IAF e IAI permiten sugerir la evolucion, a
partir de este ancestro, de especies exdgamas obligadas, tales como A. awrea, A.
angustifolia ssp. angustifolia RC y A. ligtu ssp. simsii YL, y los datos de razén P/O

permiten sugerir la evolucion de linajes que permanecieron en la condicién de exégamas
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facultativas o que evolucionaron hacia la aufogamia facultativa u obligada. La influencia
de otros factores, ademas de la razén P/O, en el sistema de reproduccién junto con la
presencia de grandes politomias impide evaluar la trayectoria exacta del sistema de

reproduccion en los nodos internos de la filogenia de Alstroemeria.

El resultado mas concluyente del presente trabajo es la evolucidn independiente
de algunos linajes de especies autdgamas tales como A. patagonica y A. graminea a
partir de ancestros mas exogamos. Este resultado resulta similar al encontrado por otros
autores en que linajes autégamos se originan de otros exégamos (Shoen y col., 1997;
Johnson y col., 1998; Goodwillie, 1999; Tate & Simpson, 2004), lo que ha permitido
que algunos autores sostengan que esta seria la tendencia evolutiva probablemente méis
comin en las angiospermas en donde la autogamia seria una condicién final (Lewis,
1954; Stebbins, 1957, 1974; Jain, 1976; Wyatt, 1988). Sin embargo, la evidencia
aportada por ofros estudios que muestran evolucion de exogamia a partir de ancestros
autogamos (Barret & Shore, 1987; Olmstead, 1989; Armbruster, 1993) hace que
establecer generalizaciones acerca del sentido del cambio evolutivo de los sistemas de
reproduccién no parece adecuado para todas las angiospermas. La evolucion de la
autogamia en Alstroemeria ha ocurrido en asociacion con la ocupacién de habitat
temporales, pioneros o dificiles tal como ha sido descrito para otras especies (Stebbins,
1957; Grant & Grant, 1965; Ornduff, 1969; Ornduff, 1972; Raven, 1979; Tate &
Simpson, 2004). Ambas especies de viven en los extremos de la distribucion del género
donde las precipitaciones no son predecibles, en el norte, y el viento y las bajas

temperaturas imponen condiciones dificiles, en el sur.
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Nuestros resultados confirman la estrecha relacion existente entre forma de vida
y sistema reproductivo (Arroyo & Squeo, 1990), especificamente, entre forma de vida
anual y autogamia (Ornduff, 1969; Barrett y col., 1996; Da-Yong Zhang, 2000). En una
de las dos especies autégamas, 4, graminea, ha evolucionado la forma de vida anual.
Bajo la teoria de la seguridad reproductiva (Stebbins, 1950), en anuales la autogamia es
favorecida pues asegura produccion de semillas cuando el éxito reproductivo a través de

exogamia no es posible.

En Aistroemeria, la relacién que se establece entre sistema de reproduccién y
caracteres florales es muy evidente en el caso de las especies autégamas. La evolucién
de Ia autogamia se asocia con la reduccién del tamafio floral tal como ha sido descrito
para otras especies (Schoen, 1977; Vasek & Weng, 1988) donde una causa seria la
reduccion del costo energético que involucra la flor (Ornduff, 1969). Ademas, se suma
la presencia de contornos florales con bajo grado de diseccién probablemente como
consecuencia de la no dependencia de polinizadores (Johnson & Dafni, 1998). En el
caso de las especies facultativamente exdgamas o exdgamas obligadas, se observa una
gama mayor de posibilidades de tamafio y complejidad del contorno floral, tal como
quedd reflejada en la ausencia de correlacién evolutiva entre esos caracteres (Tabla 3.4).
Pueden encontrarse especies con tamafios florales grandes y con baja complejidad del
contorno de la corola (e.g. A. violacea), tamafios florales intermedios con complejidades
de contorno de corola grandes (e.g. 4. aurea) o medianas (e.g. A. presliana ssp.
presliana) o especies con tamafios florales pequefios asociados con una gran

complejidad del contorno de la corola (e.g. 4. polyphylla). Si bien en Alstroemeria es
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importante el tamafio floral (y la integridad de las guias de néctar) (Cavieres y col.,
1998; Botto-Mahan & Ojeda-Camacho, 2000), también lo es la densidad del parche de
flores (Cavieres y col., 1998). Esto puede asociarse con ¢l hecho que en Alstroemeria la
presencia de inflorescencias con un ntimero variable de flores (Bayer, 1987) y diverso
grado de empaquetamiento (obs. pers.) hace que la wunidad de “atraccién”
(“advertisement™) pueda no ser sélo cada flor sino toda la inflorescencia como se ha
sugerido para otras especies (Dafni y col.,, 1997). Cruden (1977) menciona especies
altamente exdgamas con flores pequeiias, pero agregadas en inflorescencias llamativas.
Este factor, no evaluado en la presente tesis, podria influir en la ausencia de correlacidon

evolutiva entre tamaiio floral y sistema de reproduccion (Tabla 3.4).

La gran variacion de tamaifio floral, dentro de una categoria reproductiva, podria
ser el resultado de fuertes presiones selectivas locales tales como los polinizadores. Se
ha demostrado una correlacién entre tamafio de flores y de abejas polinizadoras en
Campanula punctata (Inoue & Amano, 1986) y en Streptocarpus, donde la evolucién de
tamafios florales mayores probablemente ha ocurrido como respuesta adaptativa a
polinizadores més grandes (Harrison y col., 1999). Cambios en la importancia relativa
de diferentes especies de polinizadores, podrian causar cambios en determinados
caracteres (Armbruster, 1993). En Chile, estad ampliamente documentado el cambio en la
composicién del ensamble y disponibilidad de polinizadores con la latitud y altitud
(Arroyo y col., 1983) por lo que es esperable que esto tenga consecuencias en la relacién
polinizador-flor. Por ejemplo, la ausencia de polinizadores tipicos en una zona que es

colonizada por una nueva poblacién puede generar evolucion de interacciones con otro
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polinizadores o evolucionar hacia un sistema de reproduccién autégamo (citas en
Armbruster, 1993; Baker, 1955). Existe poca informacién de polinizadores para
Alstroemeria, pero ella sugiere una relacion entre tamafio del polinizador y tamafio
floral. A. aurea, por ejemplo, que posee corola grande es principalmente polinizada por
Bombus dalhbomii, también grande, en el lado argentino (Aizen & Basilio, 1995) y 4.
pallida y A. ligtu ssp simsii, de tamafio intermedio, son visitadas principalmente por

abejas también de tamafio intermedio (Uslar, 1982).

Los caracteres morfoldgicos de un organismo pueden estar sujetos a multiples y,
a veces, conflictivas presiones de seleccion (Galen, 1999). Por ejemplo, ademds de la
atraccidn hacia polinizadores, también es importante la disponibilidad de recursos. La
mayor atraccion por flores grandes por parte de los polinizadores se puede contraponer
al costo de manutencion de las flores (Galen, 1999). Un estudio mostré la preferencia
del polinizador por modelos del doble del tamaifio promedio de las flores de Linum
pubescens (Johnson & Dafni, 1998). Este factor puede estar operando en el género
Alstroemeria pues muchas de las especies viven en el desierto, donde los recursos son
muy limitantes. Un claro ejemplo podria ser A. polyphylia, especie endémica del desierto
de la IIT Regién que florece s6lo en los afios en que hay suficiente precipitacion. Su alta
razon P/O sugiere que es fuertemente exdgama y su tamafio es pequefio. En este caso
podria sugerirse que este hecho se “compensa” con un alto grado de diseccion del

contorno de la corola que puede otorgar una mayor deteccién por los polinizadores

(Johnson & Dafhi, 1998).
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El resultado mas importante con relacion a las trayectorias evolutivas tanto del
sistema de reproduccidn como del tamafio y forma florales es la capacidad de cambio o
labilidad evolutiva. Esta capacidad de cambto no sélo se ha demostrado en el sistema de
reproduccion (Goodwillie, 1999; Barrett, 2002; Church y col., 2003) sino en otros
aspectos, tales como la forma de vida (Church y col.,, 2003} y sistema de polinizacién
(Armbruster, 1993; Johnson y col.,, 1998). En general, la existencia de un rasgo 14bil
(gran nimero de convergencia y reversiones) sugiere que ese rasgo ha estado sometido a
diversas presiones selectivas locales ambientales (Armbruster, 1993; Rolland y col.,
1998). En Chile, existe gran variacion latitudinal y altitudinal en el ensamble de
polinizadores y en la disponibilidad de recursos (e.g. nutrientes del suelo, agua) que

pueden actuar en ese sentido,

La evolucién del género Alstroemeria en un ambiente con condiciones altamente
cambiantes {citas en Aker y Healy, 1990) seria responsable en parte, de la gran

diversificacién de especies de Alstroemeria en nuestro pais junto con un pairén de

evolucién de caracteres complejo.
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CONCLUSIONES

Las relaciones filogenéticas dentro de las especies chilenas de Alstroemeria
muestran la existencia de dos clados principales, concordantes con la distribucién

geografica de las especies.

La razon P/O es un indicador efectivo del sistema de reproduccion en el género

Alstroemeria de Chile, principalmente en los valores extremos de la razén.

Las especies chilenas de Alstroemeria presentan sistemas de reproduccién que
varian desde la autogamia hasta la exogamia. La exogamia obligada esti
relacionada con autoincompatibilidad o con autocompatibilidad asociada a
dicogamia. La autogamia estd asociada con autocompatibilidad y elevada

antofertilidad. Muchas especies tienen categorias intermedias o mixtas.

La autogamia ha evolucionado independientemente en dos oportunidades, en
especies que habitan en los mérgenes de distribucién del género en Chile y, en
una especie, coincide con la evolucién de un habito anual. También habria
ocurrido evolucién en el sentido inverso, desde un ancesiro probablemente

exogamo facultativo hacia especies ex6gamas obligadas.
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El sistema reproductivo no se correlaciond evolutivamente con el tamagio y grado
de diseccidn del contorno floral, aunque existe la tendencia de que a mayor
exogamia, mayor es el tamaiio floral y mayor la complejidad del contorno de la

corola,

El patron de cambio evolutivo muestra una gran labilidad, la que se expresa en
estados de caracteres muy diferentes en especies cercanas. Posibles causas de
este patrén serian las miltiples y conflictivas presiones de seleccién que operan
sobre el sistema de reproduccion y los caracteres florales, entre las cuales
destacan los polinizadores y la disponibilidad de recursos. Estos ultimos pueden

variar, por ejemplo, en asociacién a la migracién a nuevos hébitat 0 a cambios

histdricos en la abundancia de precipitaciones.
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ANEXO 1. CALCULO DE RAZON POLEN-OVULO (P/0)

Numero de granos de polen

- N° granos de polen/réplica =N° gr polen contados * vol suspensién antera (cm?)

superficie contada (cm?) * profundidad cimara recuento (cm)

i=10
- N° de granos de polen/antera= X réplica;/ 10 i=réplica

i=1
- N° de granos de polen/flor

i. Especies en que se contabilizaron todas las anteras: como la suma de los valores
obtenidos en cada antera.

i=6
- N° de granos de polen/flor = ¥ anters; i=antera (Al, A2, A3, 11,12, UL)

i=1

ii. Especies en que se contabilizaron sélo las anteras A2 e 12: el valor de cada antera se
multiplica por 3 que es el nimero de anteras que posee cada verticilo y luego se suman

ambos valores
- N° de granos de polen/flor = N° gr. polen antera A2 * 3 -+ N° gr. polen antera I2 * 3
i=n

- N° de granos de polen/especie= X N° granos polen; /n i = individuo

1=1




Nimero de 6vulos

El mimero de évulos se obtuvo disecando el ovario bajo la lupa y contando

directamente. El valor de ntimero de 6vulos por especie se obtiene promediando los

valores obtenidos en las flores contabilizadas.

- N° de 6vulos/especie =

Razén polen/évulo (P/0O)

i=n
2 N° évulos; /n

i=1

i = individuo

La razén polen-6vulo se calculé dividiendo Ios valores de mimero de granos de polen y

numero de évulos,

- Razoén polen-ovulo/flor =

- Razon polen-dvulo/especie

N° granos polen /flor;
N° de 6vulos/flor;

i=n
X raz6n polen-dvulo; /n

i=1

i = individuo

i=individuo




