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RESUMEN

En las zonas alpinas, las bajas y variables temperaturas asociadas con reducidas y
cambiantes tasas de visita floral (TV) se esperan que produzcan mayor limitacién de
polen (LP} en plantas alpinas que en plantas de tierras bajas. Sin embargo, un meta-
andlisis reciente no revela tal diferencia, lo que sugiere que en zonas alpinas existen
rasgos, como un incremento de la longevidad floral potencial (LFP), que podrian
compensar las bajas TV a mayores aititudes. Ya que la LFP es afectada pldsticamente por
la temperatura, se espera un incremento de la LFP. Un incremento de la LFP podria

contrarrestar el declive altitudinal de la TV y, por lo tanto, reducir la LP.

El papel de plasticidad de la LFP en aminorar la LP no ha sido estudiado en Chile. Sin
embargo, se ha visto experimentalmente que [a tasa respiratoria de la flor y Ia
temperatura ambiental se relacionarian con la longevidad floral, pero no hay estudios en
poblaciones naturales. Basado en lo anterior, en esta tesis se estudia la LFP, TV, LP yla
tasa de respiracién en tres poblaciones de Rhodolirium montanum Phil. (Amaryllidaceae)
localizadas a diferentes altitudes. Se determind la longevidad estigmética como también

el efecto de la polinizacion sobre la longevidad floral.

Los resultados demuestran que los estigmas son receptivos a lo largo de la vida de la flor.

Menores temperaturas se asocian con menores TV. En un afio la LFP decliné con la

xiii




aititud, sin embargo, en un segundo afio no hubo diferencias significantes entre sitios. Ei
gran incremento altitudinal de la LFP en una de las temporadas de floracién indica que
otros efectos plasticos, como la humedad del suelo, también estan en juego. Se encontré
LP en las poblaciones de mayor e media elevacion, pero no en la de menor elevacién. A
pesar de haber flores mas longevas en sitios mas altos en algunos afios, esta diferencia
altitudinal fue insuficiente para controlar completamente la LP. La tasa de respiracion de
R. montanum no mostré relacion con la LFP. Los determinantes de la plasticidad de la
LFP en la zona alpina resultan ser mas complejos de lo usualmente visualizado en la
ecologia de montafia, sugiriendo que otros factores ambientales deberfan ser

considerados en la futura investigacion.
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ABSTRACT

In alpine areas, low and variable temperatures associated with reduced and stochastic
flower visitation rates (VR) are expected to lead to a higher incidence of polien limitation
(PL) in alpine plants than in lowland plants. However, a recent meta-analysis reveals no
difference in the levels of PL between alpine and lowland plants, suggesting that in alpine
areas traits such as an increase in potential flower longevity (PFL) might compensate for
lower VRs at the higher altitudes. Because PFL is affected plastically by temperature, an
altitudinal increase in PFL is expected. An altitudinal increase in PFL could offset the

altitudinal decline in visitation rates and therefore reduce PL.

The role of plasticity of PFL in reducing PL over the altitudinal gradient has not been
previously studied in Chile. Although, it has been experimentally shown that flower
respiration rates and temperature are related to floral longevity, there are no studies in
natural populations. Based on the above, in this thesis we studied PFL, VR, PL and flower
respiration rates in three populations of Rhodolirium montanum Phil. (Amaryllidaceae)
located at different altitudes. Stigma longevity was determined as the effect of

pollination on flower longevity evaluated.

Results demonstrate stigmas are receptive throughout flower life length. Lower

temperatures are associated with decreased VRs, In one year PFL declined with altitude.
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LONGEVIDAD FLORAL POTENCIAL EN RHODOLIRIUM MONTANUM INTRODUCCldlLl 1
PACHECO DA,

Introduccidn

Un denominador comun de las zonas alpinas es la baja temperatura (Korner 2003). Las
bajas temperaturas restringen las tasas de crecimiento de las plantas (Atkin & Day 1990;
Bonhomme 2000}, limita la actividad de los polinizadores (Corbet et al. 1993; Bergman
et al. 1996) y acorta el tiempo disponible para que los frutos y semillas maduren (Inouye
et al. 2002). Estudios recientes usando camaras de espectro infrarrojo con resolucion
espacial fina, han mostrado que las zona alpinas son muy variables en temperatura a
escala local (Scherrer & Kérner 2011). Dicha variacién se debe a la tasa de enfriamiento
adiabatico del aire (i.e. la disminucién de la temperatura al incrementarse la altitud) y a
la compleja topografia de las montafias (Barry 2008). Cémo las poblaciones de especies
alpinas que crecen bajo diferentes condiciones térmicas locales logran reproducirse bajo
condiciones de temperatura altamente variables es una pregunta fundamental en la

ecologia de alta montafia.

En relacién a la variacién térmica en las zonas alpinas, se han descrito diferencias en el
ensamble de polinizadores: sobre gradientes altitudinales (Arroyo et al. 1982; Maad et
al. 2013), en laderas de exposicién opuesta (Rozzi et al. 1997) y en sitios en que [a
velocidad del viento varfa (Torres-Diaz et al. 2007). También se han descrito efectos en

las tasas de visita de los polinizadores: a nivel de comunidad (Inouye & Pyke 1988; Arroyo

et al. 1985; McCall & Primack 1992), entre especies del mismo género (Blionis & Vokou
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2001), entre subespecies de la misma especie (Blionis & Vokou 2002} y entre poblaciones
de la misma especies (Bingham & Orthner 1998; Utelli & Roy 2000; Totland & Schulte-
Herbriiggen 2003; Maad et al. 2013); generalmente siendo el servicio de polinizacién

mas escaso cuando la temperatura local es mas baja.

De acuerdo con las bajas tasas de polinizacién, para las zonas alpinas se ha encontrado
casos de limitacion de polen (por ejemplo, Mufioz & Arroyo 2006). Sin embargo también
hay numerosas casos en donde no lo hay (por ejemplo, Totland 1997). Un meta-analisis
reciente concluyd que las zonas alpinas no muestran magnitudes significativamente
mayores de [imitacion de polen que comunidades que se encuentran por debajo de la
linea arbdrea (Garcia-Camacho & Totland 2009). De la misma manera, recientemente
Maad et al. {2013) no encontraron mayor limitacion de polen a alturas mayores entre
poblaciones de una especie de Campanula. Estos resultados concuerdan con el trabajo
de Arroyo & Squeo (1990) que demuestran que la incidencia de incompatibilidad
genética no aumenta con [a altura en los Andes patagonicos. Los resultados de Arroyo &
Squeo (1990) y Garcia-Camacho & Totland (2009) sugieren que las bajas tasas de
polinizacién en la zona alpina no son limitantes o que las plantas alpinas han

evolucionado rasgos particulares que compensen las bajas tasas de polinizacién.

En ese contexto se ha planteado la “hipdtesis de aumento de la probabilidad de
polinizacién” (Arroyo et al. 2006), la que propone que [as bajas tasas de polinizacién en

las zonas alpinas serian compensadas en las plantas con rasgos que aumenten el

atractivo o el periodo de receptividad floral.
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Un rasgo relevante en la zona alpina es la longevidad floral potencial, definida como la
duracién del periodo desde que la flor se despliega (antesis) hasta que que se cierra y/o
marchita (Ashman & Schoen 1996). Mientras mas tiempo una flor virgen pueda
mantenerse receptiva al polen, mayor probabilidad habra que reciba al menos una visita
efectiva de los polinizadores (Ashman & Schoen 1996; Rathcke 2003; Miller 1881;
Arroyo et al. 1985; Primack 1985). Entonces, si [a extension del periodo de receptividad
estigmatica se corresponde con la longevidad floral, en esta ultima podria ponerse a

prueba esta hipdtesis.

Respecto a la tltimo, existe evidencia correlacional que asocia el incremento de la
longevidad floral potencial (i.e. ia longevidad de flores virgenes) con disminucién de la
temperatura, ya sea en observaciones de campo (Yasaka et al. 1998; Arroyo et al. 2013;
Teixido & Valladares 2015), en experimentos de campo donde se ha aumentado la
temperatura de flores (Cabezas 2012; Arroyo et al. 2013) y en laboratorio (Hartley et al.

1995; Cevallos & Reid 2000; Lopez & Runkle 2004; Simone et al. 2012).

En consideracion de [o anterior, se hace esperable que exista un gradiente altitudinal de
longevidad floral producto de la tasa de enfriamiento adiabatico. Favorablemente a esta
idea se ha documentado que flores a mayores altitudes, y expuestas a polinizadores
(longevidad efectiva o realizada), tienden a mantenerse abierta por mas tiempo (Primack
1985; Bingham & Orthner 1998; Blionis & Vokou 2002; Giblin 2005; Blionis & Vokou

2001). También se ha documentado mayor longevidad floral en flores expuestas a
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polinizadores en poblaciones locales donde la tasas de visita son menores {Lundemo &

Totland 2007).

Es necesario destacar que la longevidad floral efectiva puede ser menor que la
longevidad floral potencial debido a la presencia en algunas especies de senescencia
floral inducida o acelerada por la polinizacién (Stead 1992). En consecuencia, la
“hipdtesis de aumento de la probabilidad de polinizacion” deberia verificarse en la
longevidad fioral potencial y no en la efectiva, pues esta tltima también dependera del
momento de la polinizacion y de la intensidad especifica de la respuesta al polen, y a

nive! poblacional, de la tasa de visita floral.

Si la longevidad floral potencial es determinada en parte por la temperatura, la
plasticidad en la longevidad podria jugar un rol fundamental en reducir la limitacién de
polen a nivel local en las especies alpinas que crecen bajo condiciones térmicas variables.
Sin embargo, si bien se sabe que flores que se mantienen abiertas por mas tiempo
pueden compensar tasas de polinizacion bajas (Arroyo et al. 2013) atin no existen
estudios que evallien si diferencias en la longevidad floral potencial, producto de
variacion local de [a temperatura, puedan contrarrestar la limitacidn de polen en la

Cordillera de los Andes de Chile.

Las causas de la plasticidad en la longevidad floral, asi como también los procesos
fisiolégicos que subyacen la variacién natural de la longevidad floral potencial son

pobremente entendidas. Tal como se encuentran en otros drganos de la planta (Criddle
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et al. 1997), se puede esperar que la temperatura ambiental afecte la tasa de desarrollo
floral, de tal forma que flores que se desarrollan tengan mayor longevidad floral, siendo
de esta forma expuestas durante mds tiempo a los polinizadores. A mayores
temperaturas las tasas metabdlicas serfan mayores redundando en un desarrollo floral
més rapido debido al gasto de los recursos florales limitados (Meulen-Muisers 2001;
Gago & Monteiro 2011). En estudios de floricuitura se ha encontrado que la tasa de
respiracion puede ser correlacionada positivamente con la temperatura vy
negativamente con la longevidad floral (Cevallos & Reid 2000; Celikel & Reid 2005; Celikel
et al. 2010). De hecho, en floricultura se ha usado la tasa de respiracién como indicador
de la rapidez con la cual se produce la senescencia (Reid & Kofranek 1980; Wu et al. 1991;
Monteiro et al. 2001). De esta forma la tasa de respiracién podria constituir un buen

proxy de la tasa de desarrollo de [as flores en estudios ecolégicos (Monteiro et al. 2001).

En esta tesis se estudia el papel de la longevidad floral de Rhodolirium montanum Phil.
(=Rhodophiala rhodolirion (Baker} Traub) en la relacién con la disponibilidad de
polinizadores y limitacién de polen en la Cordillera de los Andes de Chile central, ademds

se indaga sobre las causas de variacion de la longevidad floral en esta especie.

Rhodolirium montanum se distribuye de (1800) 2300-3100 (3300) m.s.n.m. en la
Cordillera de los Andes de Chile central. Es una planta parcialmente autocompatible,
pero sin capacidad de reproduccién auténoma (Ladd & Arroyo 2008). En un estudio
preliminar basado en pocos individuos, y durante un verano, se constatdé que no hay

limitacién de polen en R. montanum (Ladd & Arroyo 2009). Ademas, en un experimento
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destinado a predecir los efectos det cambio climético sobre los pracesos reproductivos
en R. montanum se encontré que flores de plantas calentadas experimentalmente
redujeron significativamente su longevidad floral potencial en comparacién a los
controles {Cabezas 2012), sugiriendo que la temperatura tiene un efecto directo sobre
la longevidad floral potencial de esta especie. Estos antecedentes convierten a R.
montanum en un excelente modelo de estudio para indagar en el papel de la longevidad
floral potencial en compensar variacion local en las tasas de visita de los polinizadores y
sus consecuencias en la limitacion de polen. Usando poblaciones de distintas altitudes
en un gradiente cuya tasa de enfriamiento adiabatico esta estudiada (Cavieres & Arroyo
1999), nos interesa contestar las siguientes preguntar: 1) ¢Existen diferencias
altitudinales en [a longevidad floral potencial en Rhodolirium montanum?; 2) ¢éEs la
magnitud de [a longevidad floral potencial un buen proxy de la receptividad de la flor?;
3) ¢Se reduce la tasa de visita con el aumento de la altitud?; 4) éLa magnitud de la
limitacion de polen se mantiene constante en el gradiente altitudinal?; 5) éLas flores con

tasas respiratorias menores tienen una mayor longevidad floral potencial?

Hipdtesis

La longevidad floral potencial aumentara con a altitud y con la disminucién de la
temperatura en Rhodolirium montanum.

» Lalongevidad floral potencial sera un buen proxy de la receptividad estigmatica.
* latasa de visita serd menor en los sitios de mayor altitud, mds frios.

e lalimitacion de polen no diferird entre sitios de diferente altitud.
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» Lalongevidad floral guardara estrecha relacidn con la tasa respiratoria de la flor.

Objetivo general
Indagar sobre los determinantes de la longevidad floral potencial de Rhodolirium
montanum Phil. en su habitat natural y en el papel que esta juega en aminorar la

limitacién de polen al compensar diferencias en la tasa de polinizacién.

Objetivos especificos

1) Determinar la longevidad floral potencial a lo largo del gradiente altitudinal en R.
montanum, y si la longevidad floral potencial es un buen proxy de la receptividad
estigmatica.

2) Evaluar la relacién entre tasa de visita floral y longevidad floral potencial en sitios
caracterizados por diferentes condiciones térmicas.

3} Comparar la magnitud de limitacion de polen en sitios con tasas de visita
diferentes.

4) Determinar la relacion que la temperatura ambiental y la tasa de respiracion

tiene con la longevidad floral potencial.
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Metodologia

Sitios de estudio

El estudio se realizé en la Cordillera de Los Andes de Chile central en la zona de Valle
Nevado (33°21-22’ S). El primer sitio, sin pendiente, estd ubicado en camino a Valle
Nevado a 2347 m s.n.m. en el piso vegetacional subandino (sitio CVN), el segundo a 2638
m.s.n.m en una ladera de exposicion norte en el camino a Valle Nevado en la transicién
entre los pisos subandino y altoandino y el tercero en Valle Nevado a 3073 m s.n.m. en
el piso altoandino (sitio VN) con exposicidon suroeste. Cada sitio internamente es
homogéneo en pendiente y exposicion solar. Segun la tasa adiabdtica de la zona se
espera una diferencia en temperatura de aire durante el maximo de floracion {enero) de
por lo menos 4.4-64 °C entre las poblaciones extremas (basados en datos
meteoroldgicos de dos afios en la cuenca del rio Molina, sector Valle Nevado: Cavieres

& Arroyo 1999}).

Modelo de estudio

Rhodolirium montanum Phil. (= Rhodophiala rhodolirion (Baker) Traub) es un gedéfita que
crece en la zona andina de los Andes de Chile, entre (1800) 2200- 3200 (3300) m.s.n.m.
Florece a finales de diciembre hasta mediados de febrero, después de la senescencia de
las hojas. La reproduccion puede ser por semillas o vegetativa. A través de reproduccién

vegetativa pueden formarse agrupamientos de plantas de igual acervo genético, o genet,
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compuestas de hasta 20 bulbos individuales (Figura 1}. Es parcialmente autocompatible,
pero no presenta autogamia auténoma (Ladd & Arroyo 2009). Cada individuo produce
una flor grande sostenida por un largo pedtinculo. En poblaciones naturales se ha
reportado que las flores pueden permanecer abiertas por 7-8 dias (Ladd & Arroyo 2009;
Cabezas 2012). Las flores son presumiblemente protandricas con las anteras abriendo el
primer dia, y los estigmas siendo receptivas por al menos 4 dias (D. Pacheco
observaciones no publicadas). El polinizador principal es la abeja generalista Megachile

saulcyi (Ladd & Arroyo 2009).

Periodo de receptividad estigmdatica en Rhodolirium montanum

Para determinar el periodo en que el estigma de R. montanum permite la germinacion
del polen y su penetracién al estilo, se realizé un experimento durante la temporada de
floracion 2014-2015 en el cual flores virgenes cubiertas con bolsas de exclusién de
polinizadores se polinizaron manualmente en diferentes dias del periodo post-antesis.
Luego los estigmas fueron colectados y analizados en laboratorio. Para ello, en los sitios
Alto y Bajo se marcaron 70 individuos por sitio, los cuales fueron cubiertos con bolsas de
exclusién de polinizadores. Antes de cualquier manipulacién, se les asignd un dia
particular post-antesis, desde el primer dia hasta el séptimo (7 grupos de 10 flores), en
el cual se les suplementd manualmente polen fresco de plantas del mismo sitio, con la
condicién de que no perteneciesen al mismo genet. En los casos en que la flor cerré antes
del dia de polinizacién establecido, estas quedaron sin manipular y fueron considerados

como tal en el anélisis.
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Se colectaron los estigmas y estilos 2 o 3 dias luego de la polinizacién manual para
asegurar un tiempo suficiente para la germinacion del polen. Se aseguré que al menos la
totalidad de la mitad distal del estilo fuese colectada, sin dafiar el ovario. Cada muestra
fue conservada individualmente en tubos Eppendorf de 0,5 ml en una mezcla de alcohol

70% v/v y acido acético en una proporcion de 3:1.

Para tenfir los tubos polinicos se realizd el protocolo de (Martin 1959) modificado. El
funcionamiento de esta tincidn se basa en el uso de anilina azul decolorada (Regan &
Moffatt 1990} que emite a 509 nm al ser excitada por radiacién de 370 nm y que se une
a la calosa, polisacarido presente en la pared de los tubos polinicos formando tabiques
durante su crecimiento y en menor medida en los granos de polen (Currier 1957; Taylor

& Hepler 1997).

Cada muestra se trabajé de manera individual a lo largo de una bateria de tubos de dos
ml. Primero, los pistilos provenientes de la mezcla fijadora se lavaron durante 30 minutos
en agua destilada para disminuir su acidez. Luego, con el fin de ablandar el tejido, se
mantuvieron en una solucién 1M de NaOH durante alrededor de 10 horas. Seguido de
esto, las muestras se lavaron nuevamente en agua destilada durante 30 minutos y
posteriormente se incubaron en una solucidon 0,01% p/v de anilina azul y K2HPO; al
0,05M durante dos horas en completa oscuridad. Se esperd que la solucién de anilina
decolorara antes de sumergir las muestras y asi evitar encontrar trazas azules al

momento de su ohservacion.
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Los pistilos tefiidos se posicionaron en un portaobjeto con tres gotas de glicerinay fueron
presionados con el cubre objeto para aplastar completamente el tejido. Para su posterior

conservacion, el borde del cubre objeto se sellé con esmalte de ufias incoloro.

Cada muestra fue observada en un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot-2
dotado de una ldmpara de alta intensidad Nikon modelo HB-10101AF y un filtro Nikon
UV-2A. Para tener un registro y no dafiar las muestras por la exposicién prolongada a la
radiacién, se obtuvieron fotografias a partir de una cdmara digital Canon Power Shot

A610 que fue adaptada y conectada simultaneamente al microscopio ya un computador.

Un solo observador que no conocia la asignacién de [os tratamientos de la manipulacién
experimental realizé una estimacion visual gruesa usando una escala categdrica de la
cantidad de tubos polfnicos en el tercio distal del estilo, el medial y el proximal. Ademas,
de la misma forma se realizé una estimacion de la proporcion de granos de polen

germinados adheridos al estigma.

Evaluacién de la presencia de senescencia floral inducida por la polinizacién

Con el objetivo de evaluar la presencia del mecanismo de senescencia inducida o
acelerada por la polinizacién en Rhodolirium montanum, se comparé la longevidad de
las flores del experimento anterior. Si existiera senescencia indL;cida por la polinizacidn,
se espera que las flores polinizadas deben tener una longevidad menor que las flores

virgenes. Analogamente, las flores polinizadas tempranamente tendrian que presentar

longevidades menores que aquellas polinizadas tardiamente, La longevidad floral se
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midio registrando una vez por dia el estado de |as flores de todas las plantas en la parcela
haciendo tres distinciones: 1) yema floral cerrada, 2) flor abierta, 3) flor senescente
cerrada. Alternativamente, algunas flores terminaron su periodo de antesis por dafio de
herbivoros. El método estadistico usado permite manejar también esos casos (ver

Anidlisis estadisticos).

Longevidad floral potencial floral en poblaciones naturales

Con el objetivo de evaluar la relacion entre longevidad floral potencial y temperatura
ambiental en sitios de diferente altitud, se trabajé en dos temporadas de floracion
consecutivas: las correspondientes a los veranos del 2013-2014 y 2014-2015. En la
primera temporada se trabajo solo en los sitios Alto y Bajo, mientras que en la segunda

se trabajo en los tres sitios de estudio. Se definieron dreas en cada uno de los sitos,

Figura 1. Flores de Rhodolirium montanum Phil. Se muestra un agrupamiento de flores_-
producidas por bulbos clones resultado de reproduccion asexual (genet). 1

/
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identificAndose las flores que alli se produjeron y al genet al cual correspondian a lo largo
de cada temporada de floracién. Todo ello con [a finalidad de determinar si la longevidad
potencial cambia de acuerdo con la variacidn natural en la temperatura a lo largo de la
estacion de floracién. En la primera temporada las dreas designadas fueron de 1400 m?
en el sitio Alto y 300 m? en el Bajo. En cambio, durante fa segunda temporada se eligieron
dreas entre 30 y 65 m2. Para evitar la posible senescencia floral inducida por polinizacion
externa, se usaron bolsas de exclusion de polinizadores (cf. Arroyo et al. 2013) desde el
estado en donde todas las yemas florales estan cerradas hasta la senescencia floral. El
estado de las flores se registrd diariamente de la forma detallada mas atras.
Adicionalmente, en la segunda temporada de floracién se midio la altura de cada flor
respecto al nivel del suelo. La altura de [a flor se definié como la minima distancia entre

la insercion de las bracteas asociadas al escapo y el suelo.

Para poder determinar la relacion entre la longevidad potencial con [a temperatura, en
cada sitio se midid la temperatura ambiental a 15 cm del suelo cada 15 minutos usando
10 registradores de temperatura y humedad relativa {HOBO U23 Pro v2; Onset Computer
Corp., Cape Cod, MA, USA) distribuidos regularmente en la parcela durante todo el
periodo de observacion. Ademas, durante la temporada 2014-2015 se hizo un perfil de
la temperatura del aire en los 20 cm mas cercanos al suelo, Para ello se ubicaron
registradores en cada sitio de estudio a 5, 10, 15 y 20 cm durante 9 dias a partir del 27

de diciembre de 2014.
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Tasa de visita floral de los polinizadores

Con el objetivo de medir la tasa de visita floral, entre el 6 y 21 de enero de 2015, el
maximo de floracién, dos observadores registraron las visitas florales en R. montanum
en dos parcelas de 2 x 2 m. Estas fueron montadas diariamente en uno de los sitios segtin
turnos regulares, de manera tal que se observaron 6 dias en el sitio Bajo y 5 dfas en los
sitios Medio y Alto. Cada dfa, entre las 9:00 y las 18:00 horas, se completaron 18 periodos
de observacién de 20 min con 10 min de descanso y rotacion de los observadores. En
cada periodo de observacién se contd el niimero de flores abiertas de R. montanum y la
cantidad de visitas florales, considerando solo aquellas en las que el polinizador tuvo

contacto con el estigma.

Duracion hasta la primera polinizacién

Para evaluar la importancia de la longevidad floral segtin la efectividad del servicio de
polinizacion, se estimd el tiempo (en dias) que transcurre hasta la primera polinizacién
de una fior. Con este fin, se marcaron 60 individuos en cada sitio de estudio durante la
temporada 2014-2015. Cada dia se registraron tres eventos: 1) antesis, 2) dia del primer
depdsito de polen y 3) cierre de la flor. El depésito de polen fue registrado usando la
observacidn directa del estigma con lupa de mano, de acuerdo con la facilidad de

observar los granos de polen de esta manera (Ladd & Arroyo 2009).

Limitacion de polen en poblaciones naturales
Para estimar la limitacién de polen, En el maximo de floracion de la temporada 2014-

2015 se marco [a yema floral de 226, 343 y 329 plantas en los sitios Alto, Medio y Bajo,
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respectivamente. Se designé aleatoriamente a la mitad de las flores de cada sitio para
suplementarles polen de forma manual aproximadamente en el segundo o tercer dia
post-antesis, cuando el estigma se ve fresco y las anteras estan dehiscentes. La otra
mitad {control} se dejé sin manipular expuesta a los polinizadores. Inicialmente, se
asignaron los tratamientos a pares de flores cercanas en el terreno y en la misma etapa
de desarrollo floral. Sin embargo, la menor abundancia de flores al final de la temporada
causo que la separacion entre ellas aumentara demasiado, por lo cual en el andlisis se
optd por agrupar todas las flores por tratamiento. El polen fue recopilado de por lo
menos 3 plantas a una distancia minima de 15 m. Esta metodologia permite hacer la
suplementacion de polen a nivel de planta completa ya que cada planta produce una
flor. Los frutos del tratamiento y del control fueron analizados en el laboratorio
contabilizando évulos sin fertilizar, semillas abortadas y semillas maduras. Los ovarios
que no se hincharon mas alla del grado tipico de las flores en su iltima fase de
senescencia, se asumieron como contenedores de cero semillas maduras. La apertura de
varios de estos y la comprobacion de que no tenian semillas maduras apoyan el

supuesto.

Relacion entre longevidad floral potencial y tasa de respiracion

Con el objetivo de evaluar la relacién entre longevidad floral potencial y tasa de
respiracion, En los sitios Alto y Bajo durante la temporada de floracién 2014-2015 se
marcaron aleatoriamente las yemas florales de 30 individuos en el sitio Alto y 35

individuos en el sitio Bajo. Diariamente se registrd la longevidad floral de la manera
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detallada en secciones anteriores; con la salvedad de que no se usaron bolsas de
exclusion de polinizadores para evitar cualquier minima interferencia de estas en el
proceso de respiracion. En su [ugar, se cubri6 el estigma con vaselina sélida el dfa de su
antesis, luego de comprobar con lupa que en su superficie no existiese deposicién de
polen. En el caso contrario, la flor era descartada y se volvia a marcar aleatoriamente

una yema floral cerrada.

En el dia de antesis de cada flor se realizé la medicién de la tasa respiratoria del tépalo
de R. montanum usando un analizador de gases infrarrojo portatil (LI-6400XTF; LI-COR,
Lincoln, NE, USA) capaz de medir la cantidad de CO; producido y vapor de agua liberado.
La pinza del instrumento tiene una camara que permite encerrar hasta 2 cm? de una
lamina, en este caso de tépalo, de los cuaies mide la produccion de COs. En el caso de
que un drea menor de tejido entre a la cdmara, los cdlculos realizados por el analizador
de gases deben ser corregidos por el rea efectiva. Debido a la forma y dimensiones de
los tépalos de R. montanum, estos generalmente presentan dicha dificultad. Por ello, se
aftadio tinta a [as esponjas que permiten el sello hermético de la camara y determinan
el borde de la misma para dejar una marca en el tépalo mostrando el drea que
efectivamente entré en la cdmara. Luego del registro de la tasa respiratoria, los tépalos
fueron colectados y el drea demarcada fue medida a través de fotografias con el
programa Image) (Schneider et al. 2012). Por la dificultad de la manipulacién en algunas
ocasiones se introdujeron dos tépalos al mismo tlempo. En dichos casos, se sumaron las

areas de ambos tépalos que entraron en la cdmara mediante el mismo procedimiento.
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Las mediciones se hicieron en un flujo de 500 pmol s en donde la concentracién de CO>
se mantuvo en 400 ppm. La radiacion fotosintéticamente activa al interior de la cdmara
fue de cero en todas las mediciones. Una vez alcanzada la estabilidad en la medicion, se
tomo una medicidn seguida de una segunda luego de 1 minuto. Cada medicidn de tasa
de respiracion es el promedio de 40 segundos, las que a su vez fueron promediadas para

tener solo una estimacion de la tasa respiratoria por flor.

Andlisis estadisticos

Para analizar la posibilidad de que existan diferencias en la proporcién de germinacion
del polen y la cantidad de tubos polinicos creciendo en el estilo en distintos dias del
periodo post-antesis y en los distintos sitios (incluyendo su interaccion), se desarrollé un
modelo de probabilidad continua ajustado con estimacion de maxima verosimilitud
penalizada (Harrell 2015a) usando el paquete rms {Harrell 2015b). Este modelo esta
recomendado para analizar variables ordinales que correspondan a la discretizacion de
variables continuas (Guisan & Harrell 2011}, como lo es la proporcidon de granos
germinados o, como podria asumirse, la cantidad de tubos polinicos. Para determinar si
los coeficientes de los factores son significativamente distintos de cero se usaron
pruebas de X? de Wald. Se eligié la proporcién de germinacién como variable respuesta
y la cantidad de tubos polinicos en la seccion media del estilo para los modelos ya que
son medidas que estd en todas las muestras. Debido a que las dos categorias mds bajas
de esta variable (nada de germinacion y poca germinacion, nada de tubos polinicos y

pocos tubos polinicos) tienen muy baja representacién, se unieron en una sola. La
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relacién entre el dia de polinizacién y la variable respuesta era claramente no lineal por
lo que se debieron ajustar factores no lineales. Para ello se usd una spline cubica
restringida (o natural} de 4 puntos que permite definir una pendiente distinta pero

suavizada seglin tramos de la variable.

Para evaluar la presencia de senescencia floral inducida por la polinizacion se realizé un
modelo de riesge proporcional de tiempo discreto gracias al paquete eha (Brostrém
2015). Este método modela la probabilidad de que se produzca el cierre de la flor en un
dia post-antesis dado. Se us6 una estimacidon no paramétrica de maxima verosimilitud,
método que le otorga al modelo el caracter discreto y por el cual se pueden tratar datos
de supervivencia con una fuerte proporcién de empates (Brostrém & Lindkvist 2008), tal
como se espera en este caso. El supuesto de proporcionalidad de los riesgos se evalud
graficamente y mediante una prueba basada en residuos de Schoenfeld escalados
(Grambsch & Thernneau 1994). Como variables independientes se usé el sitio como
factor categorico y el dia de polinizacion como variable tiempo-dependiente. Esta
metodologia permite usar correctamente la informacion proveniente de flores a las que
no se les pudo constatar el dia de cierre, conocido como dato censurado en el contexto
del andlisis de sobrevivencia y manejar el tratamiento de suplementacion de polen sin
caer en la circularidad de que solo se pueden polinizar tardiamente las flores que son de

antemano mas longevas.

El analisis de los datos de longevidad floral potencial se realizé usando modelos lineales

mixtos con el paquete /me4 (Bates et al. 2015). Se usé genet como factor aleatorio,




LONGEVIDAD FLORAL POTENCIAL EN RHODOLIRIUM MONTANUM Metoporosia | 19
I PacHECO DA,

controlando de esta forma la pseudoreplicacion tanto de origen genético como espacial.
En el caso de los modelos que incluyen los datos de ambas temporadas, también se uso
la temporada como factor aleatorio. La temperatura media del aire a 15 cm del suelo por
flor fue considerada como factor fijo continuo o covariable, mientras que el sitio de
origen fue considerado un factor fijo categorico. La significancia estadistica de los
predictores fijos, incluyendo la interacciéon entre temperatura y altura de la flor, fue
evaluada usando la prueba de razén del logaritmo natural de la verosimilitud (PRV) de
los modelos usando el paquete pbkrtest (Halekoh & Hajsgaard 2014). Al estadistico de la
prueba se le aplicd la correccién de Bartlett (RVc, por Razon de verosimilitud corregido)
mediante un bootstrap paramétrico de 3000 iteraciones que mejora su aproximacion a
la distribucion X? cuando el tamafio de la muestra es pequefio a moderado. Por el
contrario, si el tamafio muestral es suficientemente grande el estadistico de la prueba se

aproxima al no modificado.

Ya que las flores de menor altura respecto al suelo podrian experimentar temperaturas
mayores a las registradas a 15 cm del suelo, se realizé un modelo que busca corregir esta
diferencia. Primero, se hizo una estimacion gruesa del perfil de temperaturas en los
primeros 20 cm del suelo usando un modelo de spline natural o ctbica restringida
relacionando la temperatura promedio por sitio medida por cada registrador destinado
a este propdsito vy la altura respecto al suelo. Segundo, se calculd la diferencia de
temperatura predicha por este perfil entre los 15 cm y la altura promedio de las flores

por sitio, la cual se le restd a la temperatura ambiental a 15 cm promedio medido para
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cada flor. En este paso se asume que la altura promedio por sitic medida es
representativa de ambas temporadas de floracién. Por dltimo, aquella temperatura

corregida fue usada para modelar la longevidad floral potencial de la forma ya detallada.

Se analizé la tasa de visita floral promedio por dia por simplicidad. Esta se compard entre
sitios usando modelos lineales generalizados de intensidad proporcional (Hilbe 2014).
Dicho modelo consiste en un modelo para datos discretos cuyos parametros se hacen
proporcionales a una variable de exposicion (offset). En esto caso se usé el niimero total
de visitas florales por periodo como variable respuesta discreta y el logaritmo natural, la
funcidn enlace, de la cantidad de flores por periodo para hacer que los coeficientes
calculados expliquen la relacién entre la tasa de visita floral y las variables
independientes. Se consideraron como variables explicativas el sitio de estudio como
factor fijo y la temperatura ambiental a 15 ¢m del suelo. Al afiadir ambas variables
explicativas al modelo, se eligié la distribucién de Poisson con su correspondiente
funcion de enlace candnica, el logaritmo natural, por ser la distribucion mas simple
recomendada para tratar datos discretos de conteo. Esta distribucién supone la igualdad
entre el promedio de la tasa de visita a una temperatura dada y su varianza. Se descarto
sobredispersién de los datos respecto a la distribucion de Poisson usando una prueba de
razén de verosimilitud limite (Hilbe 2014). Se realizé6 un modelo que solo incluyé el sitio
de estudio cuya sobredispersion detectada con la prueba mencionada fue controlada
usando la distribucidn binomial negativa. Los modelos fueron ajustados usando el

paquete MASS (Venables & Ripley 2002}.
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Para estimar la duracién en dfas hasta la primera polinizacion se usé el estimador de
sobrevivencia no paramétrico de Kaplan-Meier (Jager et al. 2008). Este método permite
usar datos censurados, como los casos en que no se pudo registrar el dia de cierre de la
flor. El intervalo de confianza de 95% permite la verificacion visual de si las curvas de
sobrevivencia son distintas o no. Este analisis se realizé usando el paquete survival

(Therneau 2015).

Para evaluar la limitacion de polen en los sitios se compard la razén entre las semillas
maduras producidas y la cantidad total de évulos (la suma de semillas maduras, semillas
abortadas y dvulos) de las flores suplementadas con polen contra las flores sin
suplementacién {control) usando un modelo binomial negativo inflado en ceros {BNIC)
de intensidad proporcional {Hilbe 2014). E| modelo esta compuesto por un modelo
binario y un modelo de conteo. El componente binaric modela la probabilidad de que el
desarrollo del fruto se aborte, mientras que el modelo de conteo predice la cantidad de

semillas producidas por fruto (mas detalles en Anexo 1).

La variable respuesta fue la cantidad de semillas y el exponente de los predictores
lineales del modelo de conteo es proporcional a la cantidad de total de dvulos, la variable
de exposicidén. Las variables predictoras fueron el sitio de estudio, el tratamiento
aplicado y su interaccidn. La significancia de las variables se determind por
comparaciones de modelos anidados usando la prueba de razén del logaritmo natural
de la verosimilitud. Se realizaron contrastes ortogonales para discriminar de mejor forma

las diferencias entre tratamiento y control dentro de cada sitio de estudio. El valor p se
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corrigié mediante el método de control de la tasa de falso descubrimiento. El andlisis se

llevé acabo con la funcidn zeroinfi (Zeileis et al, 2008) del paquete psc/ {Jackman 2015).

Se estudid la relacion de la tasa de respiracion y la temperatura de la hoja al momento

de la medicidon mediante un modelo exponencial o Qip (1) y uno de Arrhenius (2):
R = AefT (1)
R = Ae E/TT (2)

Donde R es la tasa respiratoria medida, A es una constante llamada pre-exponencial, B
es una constante relacionada al coeficiente de temperatura Qaosegiin In(Q;,) /10, E es
la energia de activacién, r es la constante de los gases ideales (8,314 J mol K1)y T
es la temperatura absoluta. Correspondientemente, estos modelos pueden expresarse

como:

In(R) = In(4) + BT (3)

In(R) = In(4) — g(%) @

Para ajustar los modelos se usaron modelos lineales generalizados con funcién de enlace
logaritmo natural y distribucién normal o gaussiana. Se designé la tasa de respiracién
como variable respuesta y la temperatura de tépalo como variable independiente en el
caso del modelo exponencial, y el inverso de la temperatura del tépalo para el del

modelo de Arrhenius. Ademas, se afiadié el sitio de estudio y su interaccidén con la
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covariable de temperatura como factores explicativos. Para evaluar la significancia de los
predictores se usaron pruebas de reduccion de desviacién escalda (PRDE), de forma

analoga a la PRV.

Aqui se presentan los resultados del modelo exponencial, mas sencillo al suponer un Qo
constante, ya que la razén de evidencia (basado en el Criterio de Informacion de Akaike)
entre ambos modelos muestra que el modelo exponencial es 0,97 veces tan probable

como el de Arrhenius en minimizar [a pérdida de informacién.

Para evaluar {a relacién entre longevidad floral y tasa respiratoria y su interaccién, se
usaron modelos de minimos cuadrados ordinarios. Los cuales fueron comparados entre

si con pruebas de F.

Se usd el paquete /smeans (Lenth 2015) para calcular contrastes de medias marginales y
la prediccién de varios de los modelos estadisticos usados. Para todos los analisis se
ocupo el software estadistico R {R Core Team 2014), plataforma para todos los paquetes

antes mencionados.
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RESULTADOS

Periodo de receptividad estigmadtica en Rhodolirium montanum

El nimero de muestras de estigmas colectadas, preparadas y tefiidas fueron 61 en el sitio
Alto y 59 en el sitio Bajo (Figura 2). De estas, en 4 muestras del sitio Bajo y solo en 1 del
sitio Alto no se encontré germinacion del polen. Aunque 4 de estas 5 muestras
corresponden a flores polinizadas entre los dias 4 y 6, la restante, pertenecientes al sitio
Bajo, fue polinizada en su primer dia post-antesis (Figura 3). A pesar de lo anterior, en la
seccion media del estilo se encontrd sefiales de tubos polinicos en todas las muestras

salvo una.

Figura 2. Microfotografias de fluorescencia mostrando tubos polinicos de Rhodolirium
montanum. En a se muestra la germinacion del polen en el estigma y la penetracion al
estilo, en b se muestran los tubos polinicos elongados en el la mitad distal del estilo. La
anilina azul fluoresce en verde demarcando los tubos polinicos y los granos de polen en
naranja debido a su fluorescencia propia.
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Figura 3. Representacion de cada clase de la germinacién de polen en el total de flores
polinizadas un dia dado del periodo post-antesis en los sitios Alto y Bajo.

El modelo de probabilidad continua no muestra relacidn significativa entre el dia en que
laflor fue polinizada y la probabilidad de una mayor proporcién de germinacion (X?=6,97;
df=6; P=0,3232), ni en ninguna de sus interacciones (X?=0,02; df=3; P= 0,9994). Tampoco
se encontraron diferencias entre sitios de estudio (X?=2,02; df=4; P=0,7320). Los
resultados fueron andlogos al modelar la cantidad de tubos polinicos en la seccion medial
del estilo: no hay efecto del dia de polinizacion (X?=5,17; df=6; P= 0, 5223) ni en sus
interacciones (X?<0,01; df=3; P= 0, 9999). En otras palabras, se encontré germinacién y
penetracion del polen al estigma en todos los dias del periodo post-polinizacidn, sin
poder distinguir diferencias graduales a lo largo del periodo. Por lo tanto, la longevidad

floral potencial es una buena aproximacion al periodo de receptividad de la flor.
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Evaluacion de la presencia de senescencia floral inducida por la polinizacién

Cinco flores cerraron antes del dia designado para su polinizacién en el sitic Alto,
mientras que en el sitio Bajo fueron 11. Ademads, en el sitio Alto 5 flores fueron
consumidas por vacas o destruidas por deslizamientos del terreno. En total, se obtuvo
datos de 70 flores en el sitio Bajo, de las cuales 59 fueron polinizadas, y 65 flores en el

sitio Alto, de las cuales todas pudieron ser polinizadas.

El modelo mostrd un efecto significativo del sitio (PRV: RV = 24,76; g.l. = 1; valor p <<
0,001), en donde el sitio Alto tiene 0,4 veces menos riesgo de cerrar que el sitio Bajo.
Interesantemente, la polinizacién incrementé significativamente el riesgo de cierre en

2,5 veces (PRV: RV =13,951; g.|. =1; P = 0,002).
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Longevidad floral potencial floral en poblaciones naturales

Durante el verano 2013-2014 se registrd la longevidad floral de 1143 individuos
correspondientes a 235 genets distintos en el sitio Alto, y 292 individuos
correspondientes a 219 genets distintos en el sitio Bajo. La floracidn se inicié el mismo
dia en ambos sitios a pesar de que los sitios estaban separados por 750 m de altitud. Por
otro lado, en el sitio Alto tanto el maximo de la floracion como su decaimiento se produjo

antes (Figura 4).
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Figura 4. Fenologia floral de Rhodolirium montanum en las temporadas 2013-2014 y

2014-2015. Se muestra la fraccion de plantas cuya flor esta abierta en relacién al total
de plantas seguidas de cada sitio de estudio.
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Tabla 1. Promedio de las distintas variables medidas y calculadas por temporada v sitio
de estudio.

Temperatura Longevidad

- . Altura de Tem;.sera.tur ?  media diaria floral
Temporada Sitio Altitud media diaria N
Ia flor {cm) or flor (°C) por flor potencial
(m s.n.m.) P ajustada [°C) {dias)
Alto 3073 126 13,3 8,1°
2013-2014
Bajo 2347 15,9 16,4 7,97
Alto 3073 3,9 12,2 13,1 7.8°
2014-2015 Medio 2638 8.5 16,3 16,4 6,2°
Bajo 2347 10,3 16,3 16,8 5,5¢

ab¢ Grupos con las mismas letras denotan diferencias no significativas dentro de una

temporada sin usar la temperatura media diaria por flor como covariable (P>0,05).

Durante el verano 2014-2015 se registré la longevidad floral de 227 individuos
correspondientes a 72 genets distintos en el sitio Alko, de 223 individuos
correspondientes a 64 genets distintos en Medio y de 127 individuos correspondientes
a 78 genets distintos en Bajo. El inicio de la floracion se dio el mismo dia en los sitios Alto
y Bajo, mientras que en Medio se dio dos dias después (Figura 4). La fraccién de flores
abiertas en el maximo de floracidon fue mayor y se mantuvo alta durante mas tiempo a
medida que aumenta la altitud. La altura de la flor respecto al suelo fue distinta entre

sitios (Kruskal-Wallis: X>=344,16; P<0,0001), decreciendo al aumentar la altitud (Tabla 1).
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La longevidad floral potencial de Rhodolirium montanum promedio fue 8,0 dias
(desviacion estandar, DE, 2,0 dias) en la temporada 2013-2014 y de 6,7 dias (DE 1,8 dfas)
en la temporada 2014-2015. En la primera temporada la longevidad floral potencial no
se diferencid significativamente entre sitios (Contraste de las medias marginales del
modelo sin covariables: t=0,3, g.l.=474,23, P=0,7643). Mientras que en la temporada
2014-2015, el promedio por sitio aumentd altitudinalmente de forma significativa
(Contrastes de las medias marginales del modelo sin covariables: Alto-Medio t=5,634,
g.1.=166,99, P < 0,0001; Alto-Bajo t=10,043, g..=213,12, P < 0,0001; Medio-Bajo t=4,322,
g.1.=209,06, P < 0,0001), siendo 5,5 dias en el sitio Bajo, 6,5 dias en el Medio y 7,8 dias

en el Alto (Tabla 1).

En cuanto a la temperatura del aire a 15 cm del suelo durante el periodo apertura de
cada flor (Tabla 1, Figura 5), en la temporada 2013-2014 los 750 m de desnivel entre los
sitios estan ligados a una disminucién promedio de 3,4 °C (IC de 95%: [3,2 °C, 3,5 °C]).
Mientras que en la segunda temporada dicha diferencia fue de 4,0 °C (IC de 95%: [3,89
°C, 4,05 °C]}, la cual también resulté ser la diferencia entre los sitios Medio y Alto. A pesar
de los 200 m de desnivel, no se encontré diferencia entre las medias de los sitios Medio

y Bajo (IC de 85%: [-0,068 °C, 0,092°C]}) en dicha temporada.

Cuando las temporadas se modelan por separado, la temperatura ambiental a 15 cm del
suelo no tuvo efecto significativo en explicar la longevidad floral potencial (2013-2014
PRV: RVc=0,222; g.l. = 1; P = 0,8815. 2014-2015 PRV: RVc = 0,0222; g.l. = 1; P = 0,8815).

La interaccién entre altura de la flor y la temperatura ambiental a 15 cm del suelo no fue
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significativa (PRV: RVc = 3,4; gl. = 1; P = 0,06519), no revelando un efecto de la

temperatura ambiental sobre la longevidad floral potencial durante la temporada 2014-

2015.

Cuando las temporadas se modelaron en conjunto, se encontré un efecto negativo

significativo de la temperatura ambiental (PRV: RVc = 6,87; g.l. = 1; P = 0,008775)

estimado de —0,149 dfas°C™! (IC de 95% por bootstrap: [-0,2349 dias °C?,
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Figura 5. Longevidad floral potencial de Rhodolirium montanum en funcién de la
temperatura ambiental a 15 cm del suelo durante el periodo post-antesis de cada flor

durante las temporadas 2013-2014 y 2014-2015.
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—0,0924 dias °C™]). Al considerar este efecto, las diferencias entre sitios dejan de ser

significativas (PRV: RVc = 0,7293; g.l. = 2; P = 0,6945).

Al ajustar la temperatura ambiental segtn la altura de la flor (Tabla 1), se produce un
aumento promedio de 0,76 °C. Dicho incremento no cambia la significancia de los
factores en el modelo de longevidad floral potencial y tampoco cambia
significativamente el efecto de la temperatura ambiental (—0,148 dfas °C~* con un IC

de 95% por bootstrap: [-0,2395 dias °C?, —0,0968 dias °C™1]).

Tasa de visita floral de los polinizadores

Se produjeron 4377 visitas florales durante los 16 dias de registro, correspondientes a
184 horas de observacién en total. Las visitas florales de la abeja Megachile saulcyi
corresponden a un 96,2% del total, mientras que el resto de las visitas corresponden a
porcentajes minoritarios de dipteros (3,18%), Megachile semirufa (0,32%), otros
himendpteros (0,16%), coledpteros (0,11%) y lepidépteros (0,07%). Por lo tanto, Ia
polinizacién de Rhodolirium montanum depende de forma casi exclusiva de la abeja
cortadora de hojas, Megachiles saulcyi. Cabe destacar que a la abeja se le vio visitando

otras especies de la comunidad como Phacelia secunda y Adesmia coronilloides.

La tasa de visita floral se relacioné con la hora del dia y la temperatura del aire a 15 cm
del suelo, siendo mayor en el periodo de mayor temperatura alrededor de las 15:00

horas (Figura 6). Mientras la temperatura media del aire a 15 cm disminuyé a medida
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que la altitud del sitio de estudio aumenta, la amplitud térmica promedio aumenté en

los sitios de mayor altitud.
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Figura 6. Temperatura media a 15 cm del suelo y tasa de visita floral del periodo de
observacién en cada sitio de estudio. La linea continua corresponde a la temperatura
media del periodo de observacién, mientras que el drea coloreada indica la temperatura
maxima y la minima. Los puntos corresponden a la mediana de la tasa de visita. Los

extremos de las barras indican el primer y tercer cuartil de |a tasa de visita.
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Figura 7. Promedio diario de la tasa de visita floral en funcién de la temperatura media
diaria a 15 cm del suelo. Se promediaron los datos de todos los periodos de observacién
de un mismo dia. Los colores distinguen los datos provenientes de los sitios de estudio.

El promedio diario de la tasa de visita floral fue distinto entre sitios (modelo NB2 con un
factor: PRV=122,19; valor p<0,001). El sitio Bajo presenta una tasa de 0,47
Visitas Flores'» 20 min’!, 2,44 veces mayor que el sitio Alto con una tasa de 0,19
Visitas Flores™ 20 minl. Mientras que el sitio Alto presenta una tasa promedio 14,87
veces mayor que el sitio Medio con 0,013 Visitas Flores? 20 min. Sin embargo, la
diferencia mencionada en los sitios Alto y Bajo se explica al considerar el efecto de la
temperatura media diaria a 15 cm (efecto multiplicativo en el modelo de Poisson: 1,1887
°C1, Clgsw: 1,0759 °C?1- 1.3133 °C1), ya que esta no fue significativa (Contraste de las
medias marginales: 0,4764 [Visitas Flores™ 20 min1]; z=1,136; valor p=0,4920) al incluirla

en el modelo.
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Duracion hasta la primera polinizacion

En el sitio Bajo 3 yemas florales murieron antes de la antesis y una yema se individualizd
incorrectamente debido a la extrafia ocurrencia de una inflorescencia con dos flores. En
el sitio Medio se perdid una muestra porque la flor no tenia estigma por causa
desconocida y otra porque sufrié dafio en su primer dia post-antesis. En el sitio Alto, 4

muestras se perdieron por dafio de la flor.

La fraccion de flores virgenes disminuyd por debajo del 50% en los sitios Alto y Bajo luego
de un solo dia de estar la flor expuesta a polinizadores. En cambio, esto sucedio en el
quinto dia post-antesis en las flores del sitio Medio. Las diferencias entre el sitio Medio

y los sitios Alto y Bajo se agudizaron a lo largo del periodo post-antesis de las flores. En
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Figura 8. Fraccion de flores virgenes en funcion de los dias post-antesis segln el
estimador de Kaplan-Meier en los tres sitios de estudio. Las bandas de color indican un
intervalo de confianza de 95%. Las pequefas cruces en las lineas continuas indican datos
censurados.
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los dos tiltimos, se polinizé al menos una vez todas las flores al cuarto dia, mientras que
en el primero un 30% de las flores cerré sin haber recibido polen. Tal como io muestran
los intervalos de confianza del 95% de la duracién hasta la primera polinizacién en la
Figura 8, no se encontraron diferencias entre los sitios Alto y Bajos, pero el sitio Medio

tuvo un comportamiento particular.

La longevidad efectiva promedio fue 6,2 en el sitio Alto, 5,7 en el Medio y 4,6 en el Bajo,
siempre menor que la longevidad floral potencial del sitio correspondiente (Tabla 1), lo
que concuerda con la presencia del mecanismo de aceleracién de la senescencia florai

inducida por la polinizacién.
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Limitacion de polen en poblaciones naturales
Se obtuvieron datos para los sitios Alto, Medio y Bajo de 96, 159 y 156 flores

respectivamente en el grupo control, y 92, 158 y 147 flores respectivamente en el grupo

de suplementacion manual de polen.

Una importante proporcion de frutos no produjo semillas maduras (Figura 9), lo que

justifica el uso del modelo inflado en ceros.

El componente binario del modelo BNIC (Figura 10) indicd que la probabilidad de abortar
es aminorada por la suplementacion de polen (PRV x2=6,262; df=2; P=0,044) un 46,7%
para Alto (Z= 2,136; P=0,0490), 68,2% para Medio (Z= 4,991; P<0,0001), con excepcién

del sitio Bajo cuyo 23,0% de disminucidn no resulta significativo (Z= 0,9988; P=0,3179).
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Figura 9. Densidad de probabilidad de la razon de semillas maduras por fruto. Cada panel
muestra un sitio de estudio. En azul se muestra el tratamiento de suplementacion

manual de poleny en rojo el tratamiento de control.
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El componente de conteo del modelo BNIC indicé que la razdn de semillas maduras por
fruto aumenta con la suplementacion de polen pero lo hace de manera distinta entre
sitios (PRV x2=10,6; df=2; P=0,005). Hay un incremento no significativo de un 17,5% para
el sitio Alto (Z=2,079; P=0,0564) y una pequefia disminucién no significativa de 0,25% en

el sitio Bajo (Z= 0,0470; P=0,9625). En cambio, |la suplementacion de polen si produce un
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Figura 10. Probabilidad de aborto del fruto de Rhodolirium montanum segtn sitio de
estudio y tratamiento experimental predicho por el componente binario del modelo
BNIC. Los puntos corresponden a la estimacion y las barras de error a su intervalo de
confianza de 95%. En el texto estdn los valores de los contrastes ortogonales para
distinguir el efecto del tratamiento en cada sitio de estudio.
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incremento significativo (Z= 4,406; P<0,0001) en la razén de semillas maduras por fruto

de 29% en el sitio Medio.

El modelo BNIC en su conjunto (Figura 11), indica que el tratamiento de suplementacion
de polen aumentd la proporcidn de semillas por fruto agregando 0,14 semillas/6vulos
para el sitio Alto (Z= 2,9030; P= 0,0055) y 0,28 semillas/6vulos (Z= 6,593; P<0,0001)
para el sitio Medio. Por el contrario, |a diferencia de 0.034 entre tratamientos en el sitio
Bajo no es significativo (Z= 0,7582; P=0,4483). Por lo tanto, existe limitacion de polen en

los sitios Alto y Medio, no asi en el de menor altitud.
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Figura 11. Razon de semillas maduras por fruto predicho por el modelo binomial
negativo inflado en ceros en cada sitio. Los puntos indican el valor predicho por el
modelo y las barras indican el intervalo de confianza de 95%. En rojo se muestra las
estimas del tratamiento de control y en azul, el de suplementacidn de polen.
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Relacion entre longevidad floral y tasa de respiracion

Se logré medir el intercambio gaseoso de 30 flores en el sitio Alto y 35 flores en el sitio
Bajo, perdiéndose 6 flores en total por dificultades de la manipulacion que llevaron a la
rotura de las flores. De las restantes, se descartaron 12 mediciones correspondientes a
8 plantas distintas que indicaron tasas de respiracion negativas. En dos casos no se pudo
registrar el dia de cierre de la flor pues los tépalos sufrieron un dafio tal, producto de la

medicion, que no se lo pudo verificar.

La media de la tasa respiratoria fue 0,57 umol m? s con un error estandar de
0,049 umol m~2 s~1. Del modelo exponencial (Figura 12) se calculé un coeficiente de

temperatura Qi estimado de 1,9, el cual no varié significativamente entre sitios de
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Figura 12. Logaritmo natural de la tasa respiratoria de los tépalos en funcién de la
temperatura del tépalo al momento de la medicién
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estudio (PRDE: Reduccion de la desviacion escalada= 0,01652; df=1; P=0,8977). La
constante pre-exponencial A fue 1,73 veces mayor en el sitio Alto que en el Bajo, sin
embargo, dicha diferencia no fue significativa (Z= 1,836; P=0,0664). A pesar de que la
temperatura del tépalo al momento de la medicion fue mayor en el sito Bajo, la tasa de

respiracion no varia significativamente en entre sitios (F1,60= 0,1862, P= 0,6677).

Ni la tasa respiratoria del tépalo (F1se= 1,8934, P= 0,1743) ni su interaccion con el factor
de sitio de estudio (F1s6= 1,2981, P= 0,2594) son significativas en explicar la longevidad
floral (Figura 13). Tampoco se encuentran diferencia significativa de la longevidad floral
entre sitios de estudio (Fiss= 0,2743, P= 0,6025). La longevidad floral promedio fue de
4,4 dias en el sitio Bajo y 4,6 en el sitio Alto, bastante menores que las mediciones de

longevidad floral potencial del mismo afio (Tabla 1).
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Figura 13. Longevidad floral en relacién con |a tasa respiratoria medida en la flor en cada
sitio de estudio.
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DiscusIiON

En esta tesis se evalud en la especie alpina Rhodolirium montanum el papel que presenta
el incremento de la longevidad floral potencial sobre la probabilidad de polinizacién
(Arroyo et al. 2006}, manteniendo los niveles de limitacion de polen en sitios donde
existe una menor tasa de visita floral. Por otra parte, se evalué la contribucion de la
temperatura ambiental y la tasa respiratoria de los tépalos sobre la longevidad floral de
las plantas y la tasa de visita por parte de los polinizadores. Los resultados evidencian
que el aumento de la temperatura ambiental estaria relacionado con un aumento de la
longevidad floral potencial de Rhodolirium montanum y con la disminucion de la tasa de
visitas florales. Sin embargo, estas variables no muestran una relaciéon completamente
consistente con el gradiente altitudinal. Contrariamente a la expectativa inicial, se
encontraron diferencias en la magnitud de la limitacién de polen y estas diferencias se
produjeron incluso en sitios en donde la longevidad floral potencial podria estar
aumentando la probabilidad de polinizacidn. Adicionalmente, se demostré |a presencia
de senescencia acelerada por la polinizacién y de receptividad estigmadtica a lo largo de
toda la vida de la flor, pero no se encontrd variacién altitudinal de la tasa respiratoria

que explique la variabilidad de la longevidad floral potencial.
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Longevidad floral potencial y la temperatura ambiental en el gradiente altitudinal

Como se esperaba, en este estudio se encontré un pequefio efecto de la temperatura
ambiental sobre la longevidad floral potencial de Rhodolirium montanum. E| efecto
medido en estas poblaciones naturales fue aproximadamente 2,5 veces menor que el
encontrado en individuos de R. montanum calentadas con Open Top Chambers {Cabezas
2012), lo que sugiere la necesidad de considerar otros factores. Sin embargo, a pesar del
tamafio del efecto de la temperatura ambiental, este no deja variabilidad significativa
entre los sitios de estudio, indicando que la variabilidad altitudinal de la longevidad floral

potencial tiene un caracter principalmente pléstico.

En concordancia parcial con lo esperado, la longevidad floral potencial presentd un
aumento aititudinal durante la segunda temporada de floracién, sin embargo, en la
primera temporada no hubo cambios significativos. Esto titimo se podria explicar por la
disminucién de la altura de la flor conforme aumenta la altitud y el consecuente aumento
de la temperatura experimentada por las flores al estar més cerca del suelo. Es decir,
dado que existe esta variacion fenotipica, el gradiente altitudinal de la temperatura
podria estar siendo amortiguado de tal forma de que, aunque exista relacién entre esta
y la longevidad floral potencial, no pueda ser verificado un gradiente altitudinal de

longevidad floral.

Por otro [ado, se encontré una marcada disminucién de la longevidad floral potencial del
sitio Bajo en la segunda tempaorada respecto a la primera. Esta variacién interanual no

puede ser explicada por el efecto de la temperatura ambiental ya que esta no aumento
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durante el segundo afio. Es por esto que se hace necesario la consideracién de otros
factores ambientales que podrian ser incluso mds importantes que la temperatura en
determinar la variacién altitudinal de la longevidad floral potencial. La disponibilidad de
agua podria cumplir este rol disminuyendo la longevidad floral potencial al
incrementarse el estrés hidrico en la planta (van Doorn 1997). Coincidentemente, [as
precipitaciones durante el afio 2013 fueron mas abundantes que durante el afio 2014
(Direccion General de Aerondutica Civil & Direccién Meotorolégica de Chile 2013, 2015)
alavez que la humedad del suelo en el sitio Bajo durante el segundo verano fue la menor
entre los sitios (mediciones preliminares, Anexo 2), podrian explicar la disminucién de la
longevidad floral potencial en el sitio Bajo durante la dltima temporada de floracién en

estudio.

Longevidad floral potencial y el periodo de receptividad

El resultado de la evaluacion del periodo de receptividad estigmatica permite considerar
a la longevidad floral potencial como un buen proxy del periodo de receptividad de la
flor. Cambios en la magnitud de la longevidad floral seran reproductivamente relevantes
solo st estan ligados a cambios proporcionales en el periodo de polinizacidn efectiva {Yi
et al. 2006), el cual dependera del periodo de receptividad estigmatica. El estigma de
Rhodolirium montanum tiene la capacidad de inducir el crecimiento de granos de polen
durante al menos los primeros 7 dias de antesis, sin poder distinguir cambios de su
magnitud. Este periodo representa casi la totalidad del periodo de antesis promedio de

las flores del sitio Alto, las mas longevas aqui reportadas, lo que apoya fuertemente el
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uso de la longevidad floral potencial como un proxy idoneo para representar el periodo

de receptividad floral.

Por otro lado, la senescencia acelerada por la polinizacion aquf demostrada justifica la
necesidad de excluir a los polinizadores para estimar la ventana temporal en que las
flores de Rhodolirium montanum pueden esperar la [legada de polinizadores. Ademas,
podria significar una favorable transferencia de energia desde la mantencion de la flor a
otros procesos de la planta (Ashman & Schoen 1997), como también una disminucion de
agua transpirada por el perigonio (Stead 1992). Este mecanismo podrfa ser
especiaimente valioso en presencia de las variables tasas de visita y las cortas
temporadas de crecimiento de la zona alpina {Kérner 2003) y la aridez veraniega que

caracteriza el clima mediterrianeo de Chile central (Di Castri & Hajek 1976).

Tasa de visita en el gradiente altitudinal

Como era de esperar, la tasa de visita en Rhodolirium montanum disminuyd con la
temperatura ambiental. Sin embargo, el patrén no siguié estrictamente un gradiente
altitudinal a pesar de que la temperatura disminuye con la altura. La distintivamente baja
tasa de visita en el sitio Medio puede ser explicada por la menor abundancia de su casi
exclusivo polinizador, Megachile saulcyi. A diferencia de los otros dos sitios, esta abeja
no fue observada nidificando en el sitio Medio. Es posible que dicha ausencia se deba a
la muy baja abundancia de Phacelia secunda y Adesmia coronilloides, especies
nectariferas habitualmente visitadas por M. saulcyi en los demas sitios de estudio,

probablemente como consecuencia del intenso pastoreo ocbservado en el drea. Si dicha
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complejidad se hace a un lado, los sitios Alto y Bajo muestran una disminucion de la tasa
de visita floral y un aumento de la longevidad floral potencial asociado a la temperatura

ambiental.

Limitacion de polen en el gradiente altitudinal

Contrariamente a la expectativa de mantencion del grado de limitacion de polen en sitios
de diferente altitud, se encontré limitacién de polen en los sitios Alto y Medio, pero no
en el Bajo. Mientras que [a mayor limitacién de polen presente en el sitio Medio puede
explicarse por [a desaparicion de su polinizador principal, y en consecuencia no seria un
ejemplo del efecto de la altitud en la tasa de visita, la limitacion de polen en el sitio Alto
confirma que el aumento de la longevidad floral potencial no compensa totalmente las
menores tasas de visita de este sitio mas frio. No obstante, los resultados aqui
presentados no permiten descartar que el aumento de la longevidad floral potencial

pueda generar algun efecto compensatorio parcial de las menores tasas de visita.

Puede resultar paraddjica la presencia de limitacién de polen en el sitio Alto y no en el
Medio al considerar que en ambos la recepcion de la primera carga de polen se produce
con la misma rapidez. Sin embargo, no solo el aspecto cuantitativo de la limitacién de
polen debe considerarse, sino que también la calidad del polen recibido. El niimero de
individuos por genet aumenta altitudinalmente {Anexo 3} y, por lo tanto, el sitio Alto
tendra mayor probabilidad de geitonogamia. En consecuencia, y dado que R. montanum
es una planta parcialmente autocompatible, la calidad del polen en los sitios mas altos

podria ser menor.
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Longevidad floral potencial y tasa respiratoria

No se detectd relacion entre la tasa respiratoria y la longevidad floral como era esperado
a partir de evidencia de laboratorio. Entonces, este resultado sugiere la consideracién de
factores adicionales para entender la relacién causal el';tre longevidad floral y

temperatura ambiental en poblaciones naturales.

Un fenémeno que podria marcar una diferencia muy importante en las poblaciones
naturales es el cambio de la tasa respiratoria a una temperatura dada, ya sea como
consecuencia de cambios evolutivos o plasticos. Pues, si a través de dichos procesos la
tasa respiratoria se homogeniza a pesar de existir diferencias de temperatura entre
sitios, no se podria esperar que este proceso fisioldgico medie la relacién entre la
longevidad floral potencial y el gradiente altitudinal de temperatura. Y sugiriendo esto
mismo, la tasa respiratoria fue la misma en ambos sitios a pesar de existir 7 °C de
diferencia promedio al momento de [as mediciones. Sin embargo, es inconsistente con
el efecto de la temperatura encontrado junto a la falta de diferencia del efecto de la
temperatura ambiental sobre la tasa respiratoria entre sitios de estudio. La tinica forma
de conciliar estos resultados es suponer que los datos son Insuficientes para distinguir
los reales efectos en juego. Por lo tanto, es necesario considerar estos resultados con

cuidado,

Por dltimo, la baja longevidad floral potencial promedio encontrada en las flores medidas
respecto a [a vista en [a observacién de las flores embolsadas indica que existe alguna

interferencia producto del método y por lo tanto, este resultado tiene que ser
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considerado con cuidado. La mas probable fuente de interferencia es la manipulacién y
extraccion de tépalos durante la medicién de la tasa respiratoria, pues se ha visto que la
estimulacién y el dafio mecanico puede acelerar la senescencia de las flores (Chehab et
al. 2009). Independientemente de la fuente de interferencia, si la intensidad de esta no
fue un factor comtin a todas las flores, la relacién entre longevidad y respiracidn se vera
afectada. Otros métodos menos invasivos de medicién de la longevidad floral se
deberfan desarrollar o aplicar disefios de muestreo alternativos que permitan medir

estas dos variables en flores separadas.
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CONCLUSIONES

Este estudio amplia el conocimiento de la biologfa reproductiva de la especie alpina
Rhodolirium montanum Phil., siendo el primero en evaluar los efectos compensatorios
de la tasa de visita en zonas frias mediante cambios de la longevidad floral potencial, y
el rol que en esto juega [a dependencia en la temperatura de es este rasgo. Los resultados
de esta tesis demuestran que esta planta presenta senescencia floral acelerada por la
polinizacion, mecanismo que le permitiria ajustar su longevidad floral segtin las visitas
que recibe la flor y de esta forma ahorrar recursos de mantencién de la flor. También, se
muestra que existe receptividad estigmatica a lo largo de toda la vida de la flor, lo que
permite considerar a la longevidad floral potencial como un proxy del periodo de

receptividad de [a flor,

En su conjunto, los resuitados de esta tesis muestran que no existe un aumento
altitudinal claro de la longevidad floral potencial y que la variabilidad entre sitios es una
caracteristica principalmente plastica, en la cual la temperatura cumple un rol, sin
encontrar evidencia de efectos selectivos. A pesar del incremento de la longevidad floral
potencial, no existe una compensacion completa de las bajas tasas de visita asociadas a
sitios mas frios. A pesar de esto, alin es esperable que exista alglin efecto gradual. En
consecuencia, el rol de la longevidad floral potencial sobre el incremento de la

probabilidad de recibir polen sigue siendo un factor interesante en el estudio de la
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adaptacion de la biologfa reproductiva de R. montanum a las condiciones de la montaiia.
Por otro lado, la tasa respiratoria de los tépalos de R. montanum no muestra
compensacion a las menores temperaturas y no se encontré efecto de esta en explicar
la variabilidad de la longevidad floral potencial. Este Gltimo resultado, se recomienda
considerar con precaucién ya que la medicidon de la respiracién interfirié con la

determinacion de la longevidad floral.

Ademds, trasciende de este trabajo la importancia de que futuros estudios consideren y
evalien el efecto de la disponibilidad de agua sobre la longevidad floral, ya que la
evidencia aqui presentada sugiere un efecto aun mas importante que el de la

tradicionalmente estudiada temperatura ambiental.

Esta tesis es un aporte al conocimiento de los efectos de la temperatura sobre la biologia
reproductiva de las plantas de montaiia, que resulta de particular interés en el marco del

cambio climatico que esta en curso.
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Anexo

Anexo 1: El modelo binomial negativo inflado en ceros

Cuando una variable de conteo presenta una frecuencia de valores cero mucho mayor a
la predicha por la distribucién supuesta en un modelo paramétrico, deben considerarse
alternativas como el uso de madelos inflados en ceros (Hilbe 2014). Dichos modelos son
compuestos por dos partes, ambas capaces de generar ceros: un modelo binomial yun
modelo de conteo, cada cual representando mecanismos biolégicos subyacentes
distintos. El primero modela la probabilidad de que la variable aleatoria tome el valor de

cero o que pueda tomar otro valor determinado por el segundo componente.

Entonces la probabilidad de que la proporcién de semillas maduras por fruto sea cero

estd determinada por:

Pr(Y = 0) = Pr(Bin = 0) + (1 — Pr(Bin = 0)) * Pr(Conteo = 0)

Donde Y es la proporcién de semillas por fruto. Y ia probabilidad de que la variable sea

mayor o igual a cero es determinada como:
Pr(Y = 0) = (1 — (Pr(Bin = 0)) + FDP(Conteo)

Donde FDP(Contec) es la funcién de densidad de probabilidad propia del modelo de

conteo, en el caso de esta tesis es la distribucién binomial negativa.
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En definitiva, este modelo considera dos fuentes de valores cero distintas: los que

provienen del modelo binomial negativo, que corresponden a la probabilidad de que un

fruto no sea polinizado, y los ceros provenientes del modelo binomial, que son

interpretados como resultado del aborto de los frutos.

Anexo 2: Tabla.

Humedad del suelo promedio en los tres sitios de estudio durante la temporada de

floracién 2014-2015 de R. montanum.

Sitios de estudio | N | Contenido volumétrico promedio (%) | EEM | DE
Alto 6 27,4 3,3 18,2
Medio 6 28,8 2,5 16,8
Bajo 21 5,7 34 11,6

N: Tamafio de muestra; EEM: Error Estandar de la Media; DE: Desviacién

estandar.
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Anexo 3: Figura.
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Grafico de cajas del niimero de flores por genet de R. montanum en los cuales se
midio longevidad floral potencial durante la temporada de fioracién 2014-2015,

por sitio de estudio.
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