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RESUMEN

La gran variedad de sistemas reproductivos y apareamiento ha sido un tema
crucial en la biologia de la reproduccién en plantas. ;Cémo plantas
pertenecientes a un mismo taxén difieren enormemente, mientras que plantas
de diferentes taxa que conviven en una misma comunidad comparten rasgos
similares en sus sistemas de reproduccion? Es en este marco que se ha
planteado que uno de los forzantes mas importantes para los sistemas
reproductivos es el clima, el cual se ha visto esta estrechamente ligado a la
disponibilidad de agentes biéticos que interactian con las plantas y permiten el

flujo de polen entre individuos de una poblacion.

Asi se han postulado diferentes hipétesis que podrian permitir dar una
explicacién a los patrones observados en las distintas comunidades. Por una
parte se ha planteado la hipotesis de aseguramiento reproductivo, la cual hace
referencia a que a medida que las condiciones bitticas y abidticas se tornan
mas restrictivas, las plantas pertenecientes a estas comunidades tenderian a

una mayor probabilidad de autogamia. Por otra parte esta la hipotesis de




aumento de la probabilidad de polinizacion (APP), la cual dice que mientras
mas restrictivas sean las condiciones bidticas y abidticas, las plantas
desarrollarian mecanismos que les permitieran compensar estas restricciones y
mantener la fecundacion cruzada. Esta dltima hipotesis se ha planteado en
especial para comunidades de alta montafia, las que a pesar de las
restricciones del entorno, presentan una gran proporcion de plantas aldgamas.
Una de estas especies corresponde a Oxalis compacta, la cual es el modelo de
estudio de esta tesis. Como bien se ha documentado las restricciones en las
condiciones ambientales en la cordillera se hacen cada vez mas pronunciadas a

medida que se aumenta en la altitud,

Oxalis compacta es una especie tristilica fuertemente autoincompatible y que se
distribuye en el piso vegetacional andino superior (3.100-3.700 m.s.n.m.), el
cual corresponde al limite superior de la vegetacién de la Cordillera de los
Andes de Chile central. Esta especie cumple con los supuestos de la hipotesis
APP. Uno de los supuestos es la fuerte dependencia de polinizadores para
su reproduccion, el que fue ampliamente comprobado por este estudio. Otro de
los supuestos de la hipétesis es la distribucion a lo largo de un gradiente

altitudinal.

En esta tesis se evalué como varfan varios rasgos que compensarian las

restricciones de este tipo de ambientes. l.os rasgos evaluados corresponden al
Xi




tamario floral, al tamafio del despliegue floral y a la longevidad floral, para lo
cual se utilizaron seis poblaciones en la cordillera de los Andes de Chile central,
tres de las cuales estan ubicadas en altitudes cercanas a los 3.100 m.s.n.m.
mientras que las otras tres estarian en altitudes cercanas a los 3.450 m.s.n.m.
distribuidas en fres localidades, La Parva (L.P), Valle Nevado (VN) y Piedra

Numerada (PN).

Segun la hipotesis APP a medida que aumenta la altitud_estos rasgos debieran
aumentar cuantitativamente. Sin embargo, los resultados presentados en esta
tesis muestran que estos no son consistentes con la hipétesis APP, a pesar de
fa gran diferencia altitudinal en la disponibilidad de servicio de polinizacion que
presenta el sitio de estudio para la especie. La localidad de La Parva es la que
se ajusta a la hipotesis APP ya que tanto el tamario del despliegue floral y de la
longevidad floral aumentan con la altitud. Sin embargo, la localidad de Valle
Nevado no muestra diferencias significativas en los rasgos entre altitudes.
Finalmente, en el caso de la localidad de Piedra Numerada, las diferencias en el
tamario floral irfan en contra de la hipdtesis APP, mientras que los demas

rasgos no mostrarian variaciones significativas.

Por otra parte, se realizdé un experimento en una de las poblaciones estudiadas,

cuyo objetivo era profundizar en el papel que cumple la longevidad floral para

esta especie. Los resultados obtenidos muestran que en esta poblacién de O.
xii




compacta se llega a un platé de fructificacion luego de dos dias de exposicion a

polinizadores y que este alcanzaria el 70% de fructificacion.

Los datos son concluyentes de que los rasgos propuestos no estarian
compensando [as restricciones en el servicio de polinizacién que presenta la
cordillera de los Andes de Chile central para esta especie. Es por esto que se
propone en esta tesis la necesidad de indagar en otros atributos de vida de la
especie gque pueden estar jugando un papel preponderante en el éxito
reproductivo de las poblaciones de la alta montafia. Dentro de los atributos que
pueden estar influyendo en el éxito reproductivo de O. compacta esta la
extension del periodo de floracién, el caracter perenne de la especie y la

formacion de banco de semillas. Todos estos atributos pueden trabajar en

conjunto para mantener las poblaciones de mayores altitudes.




ABSTRACT

The wide variety of reproductive and mating systems has been a crucial issue in
plant reproductive biology. The fact that there are plants belonging to the same
taxon that differ greatly, while plants from different taxa that coexist in the same
community can share similar features in their reproductive systems, is still
difficult to explain. It is within this framework that weather has emerged as one
of the most important stressors for reproductive systems, which has been
closely linked to the availability of biotic agents that interact with plants and

enable the flow of pollen among individuals of a population.

Different hypotheses have been postulated to explain the patterns observed in
various communities. On one hand there is a reproductive assurance
hypothesis, which suggests that as biotic and abiotic conditions become more
restrictive, plants belonging to these communities tend greater autogamy. On

the other hand, the increased pollination probability (APP) hypothesis postulates

that the more restrictive the biotic and abiotic conditions, the more mechanisms




are developed by plants to compensate for these restrictions and maintain
cross-fertilization. This last hypothesis has been raised especially for mountain
communities, which despite environmental restrictions, have a large proportion
of cross-pollinated plants. One of these species is Oxalis compacta, which is
model system for this study. As has been well documented, restrictions in
environmental conditions in mountain environments become more important

with increased altitude.

Oxalis compacta is a tristilic strongly self-<incompatible species, distributed in the
Andean upper floor (3.100-3700 m), which corresponds to the upper vegetation
limit of the Andes of central Chile. This species meets the assumptions of the
APP hypothesis. One of the assumptions is the strong dependence on
poilinators for reproduction, which was amply proven by this study. Another of
the assumptions of the hypothesis is the distribution along an altitudinal

gradient.

In this thesis we evaluated how several features that compensates for the
restrictions in these type of environments. The features evaluated were flower
size, size of floral display and floral longevity, which were used for six
populations in the Andes of central Chile, three of which are located at altitudes

near 3,100 m while the other three inhabit at 3450 m, the later being distributed
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in three locations, La Parva (LP), Valle Nevado (VN) and Piedra Numerada

(PN).

According to the APP hypothesis as altitude increases, these traits should also
increase quantitatively. However, the resulis for trait evaluations presented in
this thesis are not always consistent with the APP hypothesis, despite the
altitudinal difference shown for the availability of pollination service. The locality
of La Parva showed greater affinity with the APP hypothesis, due to an increase
in the size of floral display and floral longevity with altitude. However, the locality
of Valle Nevado does not show significant differences in features between
altitudes. Finally, for Piedra Numerada, differences in flower size contradict the

APP hypothesis, while other features did not show significant variations.

Further more, an experiment was performed in one of the populations studied,
aimed at deepening the understanding of the role of floral longevity. The results
show that in this population, the species reaches a plateau of fruiting after two

days of exposure to pollinators, reaching 70% of fruiting.

The data are conclusive in that the proposed features do not offset the
restrictions of pollination service present in the Andes of central Chile for this
species. That is why this study proposes the need fo inquire into other life

attributes of the species that may be playing a role in the reproductive success
XVi




of the populations in the high mountains. Among the attributes that may be
influencing the reproductive success of O. compacta is the extension of the
flowering period, the perennial nature of the species and seed bank formation.

All these attributes can work together to keep higher altitudes populations.
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1 INTRODUCCION

1.1 Sistemas reproductivos en plantas

En las comunidades de plantas que han sido estudiadas en detalle se puede
observar la coexistencia de una gran variedad de sistema sexuales entre las
especies componentes. A modo de ejemplo, en un bosque deciduo tropical de
México se encontraron nueve tipos de sexualidad floral, hermafroditas
monostilicas y heterostilicas, ginomonoicas, andromonoicas,
poligamomonoicas, monoicas, ginodioicas, androdioicas y dioicas (Bullock,
1985). Por otra parte, donde se ha determinado el sistema de reproduccion
experimentalmente, se puede encontrar un rango de situaciones entre las
especies, variando desde la incompatibilibilidad genética hasta la autogamia.
Por ejemplo, en la zona alpina de la Patagonia chilena, cerca del 30% de las
especies estudiadas son autoincompatibles, en tanto que los restantes 70% son
parcialmente autocompatibles, autdégamas o agamospérmicas (Arroyo & Squeo,

1990).




Sumado a esta variacién a nivel comunitario, se ha observado que plantas
pertenecientes al mismo taxdn pueden diferir en el sistema de reproduccion;
asi, por ejemplo, el género Schizanthus (Solanaceae) presenta especies
adaptadas a la fecundaciéon cruzada que dependen de distintos veciores de
polinizacion, pajaros, abejas, polillas, como especies que son capaces de
autofecundarse (Perez et al., 2007); del mismo modo, el género Solanum de la
misma familia presenta tanto especies autoincompatibles como
autocompatibles, las que a su vez pueden o no presentar algin tipo de
reproduccion vegetativa (Vallejo-Marin & O'Brien, 2007)}. Incluso dentro de una
misma especie se han descrito diferencias en el sistema de reproduccion entre
diferentes poblaciones (Eckert, 2002). Todo lo anterior indicaria que el sistema
de reproduccion de las plantas es un rasgo extraordinariamente labil en un

contexto evolutivo.

¢, Como se explica esta gran diversidad de sistemas de apareamiento en las
Angiospermas? Barrett (1998) explica que debido a la naturaleza sésil de las
plantas, estas requieren vectores para transferir el polen, lo que origina una
diversidad de adaptaciones asociadas con los agentes particulares
involucrados, y estos a su vez se relacionan con diversos rasgos de historia de
vida de las plantas con flores. Por otra parte, se propone que los sistemas
reproductives y los rasgos de historia de vida de las plantas estan intimamente

relacionados con el ambiente en el que las especies se encuentran (Hagerup,
2




1951; Mosquin, 1966) considerando factores abiéticos a gran escala, como el
clima regional y factores biéticos que operan a una escala mas local como la
competencia interespecifica por polinizadores. Esta relaciéon causa efecto entre
el sistema de reproduccion y el ambiente generalmente se ha explicado como
seleccion mediada por polinizadores o limitacion por polen (Kalisz & Vogler,

2003; Kalisz et al., 2004; Garcia-Camacho.& Totland,2009).

1.2 Disponibilidad de servicio de polinizacién y los ecosistemas alpinos

La respuesta de las plantas a la disponibilidad de polinizadores ha sido un tema
cenfral para la ecologia reproductiva de plantas, ya que estaria relacionada
tanto con cambios en el sistema reproductivo como con la gran diversidad de
flores en las Angiospermas (Barrett, 1998). Al respecto, la nocién del
aseguramiento reproductivo ha sido un paradigma dominante en la biologia
reproductiva desde la época de Charles Darwin. La hipétesis de aseguramiento
reproductivo sugiere una tendencia hacia modos reproductivos independientes
de polinizadores bidticos, autopolinizacion y reproduccion asexual, cuando las
condiciones abidticas son desfavorables o impredecibles para los polinizadores
(Darwin, 1876; Hagerup, 1951; Mosquin, 1966; Richards, 1986; Zhang & Li,
2008). Esto dado que un insuficiente servicio de polinizacién generalmente
estaria relacionado con una limitacién en la produccién de semillas de los
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individuos de poblaciones que se reproducen de manera cruzada (Ashman et
al., 2004), y la capacidad de autofecundacion reduce la limitacién por polen
(Larson & Barrett, 2000). Cuando hay una escasez general de polinizadores en
el ecosistema, se predice la evolucién de la autogamia tipo temprana junto con
la evolucion de flores pequeiias, pérdida de herkogamia, y longevidad floral
reducida. Cuando el recurso de polinizadores sufre grandes fluctuaciones
interanuales y espaciales, puede evolucionar la autogamia tipo tardia, pero con
la mantencion de flores grandes y vistosas (Kalisz & Vogler 2003; Kalisz et al.

2004; Pérez et al. 2007).

Se ha descrito a los ambientes de alta montafia, como ambientes con bajas
temperaturas del aire y del suelo (Kdérner, 2003), ademas de poseer una
estacion de crecimiento acotada (Bliss, 1971). Esto se fraduce en una
progresiva disminucion en la abundancia, diversidad y actividad de los
polinizadores sobre el limite arbdreo (Arroyo et al., 1982; Arroyo et al., 1985;
Arroyo & Squeo, 1990; Totland, 1994; Totland, 1987). Sumado a esto se ha
mostrado que en la zona andina, la tasa de visita floral decae conforme
aumenta la altitud en la Cordillera de los Andes de Chile en tres diferentes
latitudes, Chile central (Arroyo et al., 1985), la Patagonia y el Altiplano {Arroyo &

Squeo, 1990).




Considerando los antecedentes antes mencionados y de acuerdo con la
hipdtesis de aseguramiento reproductivo (Darwin, 1876; Hagerup, 1951;
Mosquin, 1966; Richards; 1986, Zhang & Li, 2008) se ha planteado que la
aufogamia seria favorecida enire las especies de alta montafia (Barry, 1981) y
que éstas debieran presentar rasgos como una disminucion progresiva del

tamario floral y de la longevidad floral a medida que se aumenta la altitud

1.3 Mecanismos compensatorios de las plantas en respuesta a la baja

disponibilidad de polinizadores.

A pesar de todo lo antes mencionado, en habitat de alta montafa, con bajas
temperaturas del suelo y el aire, baja disponibilidad de polinizadores y corta
estacion de crecimiento, podemos encontrar especies cuyo sistema de
reproduccion es la autoincompatibilidad genética o la dioecia junio con especies
autocompatibles que tienen una alta dependencia de polinizadores para su
reproduccion (Arroyo & Squeo, 1990; Bingham & Orthner, 1998; Gugerli, 1998;
Korner, 1999; Arroyo et al., 2007; Torres-Diaz et al., 2007). Contraintuitivamente
se ha observado que muchas especies de alta montafia muesiran flores
grandes y llamativas; incluso muchas de éstas asignarian proporcionalmente
mas recursos a estructuras reproductivas que a estructuras vegetativas (Fabbro
& Korner, 2004). Lo anterior sugiere que las especies de alta montafia, en vez
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de evolucionar en la direccién de la autogamia, adquiririan un conjunto de
rasgos que les permitirian mantener la fecundacién cruzada. De hecho existen
esiudios aislados que confirman que no hay diferencias en la produccién de
semillas a distintas altitudes en especies exdgamas (Bingham & Orthner, 1998;
Gugerli, 1998). Recientemente, se publicé un metanalisis sobre limitacién por
polen, en donde se comparan especies alpinas con especies de menores
altitudes, encontrandose que no hubo una diferencia significativa entre ellas
(Garcia-Camacho & Totland, 2009). Dado estos elementos y sabiendo que el
éxito reproductivo de las plantas polinizadas por animales depende de su
capacidad de atraer polinizadores a las flores (Glaettli & Barrett, 2008) Arroyo et
al. (1985, 2007) desarrollaron la hipétesis de "aumento en la probabilidad de

polinizacion" (APP).

La hipétesis APP hace referencia a la adquisicion de mecanismos
compensatorios que aumentarian la atracciébn de polinizadores yfo Ia
probabilidad de polinizacion, asi asegurando la fecundacidn cruzada, en
ambientes restrictivos para los polinizadores. Esto proporcionaria beneficios a
nivel de la adecuacion biolégica de las plantas debido a la mayor cantidad o la

mayor calidad de polen recibido o ambas.




Dentro de estos mecanismos compensatorios estan el mayor tamafio floral,
mayor numero de flores por planta y un aumento de la longevidad floral

conforme se incrementa la altitud,

1.3.1 Tamano corola

A lo largo de gradientes altitudinales uno de los cambios estructurales de las
plantas mas conspicuos es la reduccion del tamafio de éstas (Korner et al.,
1989). Sin embargo, a pesar de la reduccion en su tamario, las especies de
plantas de aita montafia tienden a invertir proporcionalmente mas recursos en

estructuras reproductivas (Fabbro & Kérner, 2004).

El tamafio de la corola es un atributo importante en la biologia reproductiva de
las angiospermas. Asi, diferencias geograficas en el tamafio de la corola entre
poblaciones de una misma poblacion se explica generalmente como seleccién
mediada por polinizadores (Herrera, 2005). Es por esto que se cree que las
plantas con flores grandes serian mas exitosas reproductivamente, dado que la
colecta y deposicion de polen seria mas rapida o mas fiable. Existen estudios
que muestran la preferencia de los polinizadores por flores de mayor tamafio
(Bell, 1985; Elle & Carney, 2003; Arroyo et al,, 2006; Molina-Montenegro &

Cavieres 2006).




Se han reportado casos en que el tamafio de las flores es mayor en
poblaciones de mayor altitud que en las de altitudes mas bajas (Galen, 1989;

Kudo & Molau, 1999; Blionis & Vokou, 2001).

Dado estos antecedentes se sugiere que uno de los rasgos que podria
compensar la baja disponibilidad de polinizadores en la alta montaiia es que el
tamaiio de las flores se tornen mayor a medida que se aumenta la altitud, lo que
puede interpretarse como una manera de asegurar la atraccion de los

polinizadores (Fabbro & Korner 2004).

1.3.2 Despliegue floral

El despliegue floral ha sido definido como el nimero de flores abiertas al mismo
tiempo en un individuo. Mientras méas grande sea el despliegue floral, mayor
sera el nimero de sefiales visuales y olfatorias para atraer a los polinizadores
(Arroyo et al. 2007). Ademas, un gran despliegue floral significaria una
concentracion local de recursos, ya sea néctar o polen, cosechable en un

tiempo acotado y con un menor gasto energético (Ohashi & Yahara, 2001).

Existen antecedentes que revelan que los polinizadores preferirian despliegues
florales mayores (Elle & Carney, 2003; Mitchell et al., 2004; Arroyo et al., 2007).
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Por otro lado, existen ofros trabajos que muestran que el despliegue floral seria
un rasgo que presenta plasticidad adaptativa, dado que el nimero de flores
estaria relacionado con Ia frecuencia de visita por parte de polinizadores. Segtn
Harder & Johnson (2005) existe una relacion inversa entre el nimero de flores
por planta y la abundancia de polinizadores en el ambiente. Esta relacion podrfa
explicarse debido a que un mayor nimero de flores producidas estaria
relacionado con un aumento en la atraccion de sus visitantes. Por otro lado,
cuando hay una alta abundancia de polinizadores, un nimero menor de flores

por planta permitiria evitar la geitonogamia.

Dado lo anterior se puede esperar que a medida que se aumenta en altitud, con
su concomitante disminucion en la disponibilidad de polinizadores; aumentaria
el tamafio de despliegue floral como un modo de compensacion de este efecto

de la altitud.

1.3.3 Longevidad floral

La longevidad floral corresponde al intervalo de tiempo que una flor permanece
abierta en el campo con una apariencia fresca del perianto, estigma vy
estambres (Primack 1985; Giblin 2005). La longevidad floral es muy variable

entre especies, encontrandose desde especies cuyas flores duran solo un dia o
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menos (por ejemplo Oenothera acaulis (Onagraceae)), pasando por
longevidades intermedias (enire dos y siete dias) como en algunas especies de
Asclepiadaceae, hasta llegar a flores de larga vida (entre cuatro y 19 dias)
como en especies de Ericaceae, Saxifragaceae, Myrtaceae y Orchidaceae
(Primack 1985). A diferencia de ofros caracteres fiorales como el tamafio y
forma de la corola, hasta el momento, hay relativamente pocos trabajos que han

indagado sobre la significancia ecologica de la variacién en la longevidad floral.

La longevidad de la flor determina la probabilidad y el nimero de veces que la
flor sera visitada bajo un cierto nivel de actividad de los polinizadores (Primack
1985; Schoen and Ashman 1995; Bingham and Orthner 1998). Mientras mas
tiempo se mantenga abierta una flor, mas probabilidades de ser polinizada tiene
(Primack 1985; Harder and Johnson 2005). Por otro lado, existe una relacion
entre longevidad floral y la tasa de visita a la que estén expuestas las flores.
Esto dltimo tiende a complicar la interpretacién de muchos datos de longevidad
floral en la literatura, ya que fueron tomados en flores expuestas a la
polinizacién. Al respecto, Lundemo & Totland (2007) mostraron que en Dryas
octopelala (Rosaceae) existe una relacién inversa entre longevidad floral y tasa
de visita floral, es decir que a mayor actividad de polinizadores, la longevidad
floral disminuye y viceversa. Esto tiene sentido, ya que en experimentos de

invernadero hay flores que senecen sélo después de la polinizacion manual

(Primack, 1985). Por tanto, el tiempo que las flores permanecen abiertas esta
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en directa relacién con la adecuacion bioldgica de ésta, ya que durante este
tiempo es que la flor puede polinizar sus évulos y diseminar el polen (Ashman &

Schoen, 1994).

Varios estudios muestran que la longevidad floral individual es un rasgo que
aumenta con la altitud (Primack, 1985; Bingham & Orthner, 1998; Fabbro &
Kaorner, 2004). Y en algunos trabajos existe evidencia de que puede compensar
tasas de polinizacion menores (Bingham & Orthner, 1998). Bingham & Orthner
(1998) han demosirado que pese a la menor diversidad y actividad de
polinizadores en altitudes altas, la cantidad de fecundacion se hace comparable
a la de bajas allitudes debido a la compensacién que significa un aumento en el
tiempo de receptividad del estigma. Incluso algunos autores han sugerido que si
se combina el incremento de la longevidad floral yfo el aumento del nimero de
flores por planta, las plantas de mayores altitudes, podrian tener igual o mayor
probabilidad de ser polinizadas que las de menores altitudes (Arroyo et al. 1985;
Bingham & Orthner, 1998; K&rner, 1999; Kudo & Molau, 1999; Utelli & Roy,

2000; Fabbro & Korner, 2004).

Considerando estos antecedentes es posible plantear que las especies de alta
montafia compensan la disminuciéon del servicio de polinizacién a nivel

comunitario mediante un aumento altitudinal en la longevidad floral potencial.
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1.4 Heterostilia como mecanismo de fecundacién cruzada

Se espera que los rasgos compensatorios para contrarrestar la reduccién
altitudinal en la tasa de visita floral a altitudes mayores serfan mas
desarrollados en especies que poseen un sistema de autoincompatibilidad
genética homomodrfica, un sistema de autoincompatiblidad heteromérfica o la
dioecia. Los sistemas de autoincompatibilidad hetermoérfica se refieren a los
sistemas de incompatibilidad genética que se encuentran acoplados a la
herkogamia reciproca o la llamada heterostilia, mientras que los sistemas
homomorficos se asocian a flores monomorficas. En esta tesis se considera una

especie heterostilica, y mas especificamente, una especie fristilica.

Barrett (1990) define la heterostilia como un polimorfismo genético que da como
resultado la herkogamia reciproca, es decir, las poblaciones de plantas
heterostilicas estan compuestas por dos (distilia) o tres (tristilia) morfos que
difieren reciprocamente en la altura en la que se ubican los estigmas vy las
anteras en las flores como se presenta en la Figura 1. Darwin (1877) propuso
que la herkogamia reciproca seria un mecanismo facilitador de la transferencia
de polen cruzado entre anteras y estigmas del mismo nivel {Lloyd et al., 1990).
La herkogamia reciproca se asocia con una serie de rasgos ancilares, tales

como un polimorfismo de la papila estigmatica, tamafio del polen y nimero de
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granos producidos (Ganders, 1979; Barrett, 1990; Lloyd et al., 1990). La
heterostilia ha sido reportada para unas 28 familias de angiospermas (Barrett &

Shore, 2008).

La herkogamia reciproca suele estar ligada a un sistema de
autoincompatibilidad dialélico de control esporofitico que evita Ila
autofecundacion y la fecundacién intramorfo. En muchas especies distilicas y
tristilicas, la polinizacion es exitosa sélo cuando el polen es “legitimamente”
transferido al estigma del mismo nivel que las anteras del cual procede (Lloyd et
al., 1990). A diferencia de las especies con incompatibilidad homomérfica, en
donde el apareamiento se puede concretar con cerca del 100% de los
individuos en la poblacion, en las especies heterostilicas las oportunidades de
apareamiento son mucho mas restrictivas. Lo anterior implica que restricciones
en el servicio de polinizacion tendrian un impacto mayor en especies
heteroestilicas, comparadas con especies con autoincompatibilidad
homomorfica. Por lo tanto, un especie heterostilica proporcionaria un buen

modelo para poner a prueba la hipbtesis APP, la problematica de esta tesis.
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(a) Distilia (b) Tristilia
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Figura 1. El polimorfismo genético heterostilico, distilia y tristilia. Polinizaciones
legitimas (compatibles) estéan indicadas por las flechas; fodas las otras
combinaciones polen-pistilo resultan en una baja o nula produccion de semillas.
L, My S se refieren a los morfos longi-, medi- y brevi- estilo, respectivamente.
(a) Distilia esta controlado por un solo locus con dos alelos. El morfo L es
usualmente de genotipo ss y el morfo S Ss. (b) en la tistilia, el modo mas com(in
de herencia involucra dos loci dialélicos (S y M), con S epistatico sobre M.
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El hecho de poseer incompatibilidad heteromdrfica asegurara un apareamiento
simétrico lo que trae como consecuencia una proporcion de morfos iguales en
la poblacion (isopletia) (Charlesworth, 1979; Fisher, 1941; Hodgins & Barreit,
2006a; Hodgins & Barrett, 2006b). Sin embargo, algunas especies heterostilicas
pueden perder la incompatibilidad heteromdrfica (Hodgins & Barrett, 2008), lo

que puede incidir en la proporcion de morfos presentes en la poblacion.

Analisis teoricos proponen que la causa mas probable de pérdida de algun
morfo floral es que haya diferencias en la adecuacion biolégica de los distintos
morfos florales (Weller et al., 2007). Esto puede ocurtir cuando los polinizadores
discriminan entre morfos florales, cuando un morfo sufre mas autofecundacion
lo que produciria depresion por endogamia de la progenie (Charlesworth, 1979)
o cuando el transporte de polen no es simétrico lo que llevaria a limitacion por
polen en uno o dos morfos (Hodgins & Barrett, 2006a). Por otro lado,
modificaciones en la incompatibilidad heteromoriica permitiria la produccion de
semillas viables de cruzas ilegitimas lo que Hevaria a la pérdida de un moifo
floral, asumiendo por tanto flujo de polen ilegitimo y limitacion por polen
(Charlesworth, 1979). Todas estas alternativas pueden ser posibles bajo un
escenario de limitacion en el servicio de polinizacion, como ocurre en la alta
montafia. Al cambiar [a cantidad, actividad y diversidad de polinizadores a nivel

comunitario, estos pueden comporiarse de manera diferente frente a su
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interaccion con una especie heterostilica lo que traeria como consecuencia que

se produjera algunas de las posibilidades antes mencionadas.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Oxalis compacta Gillies ex Hook. & Arn. (Oxalidaceae) var. compacta es una
hierba arrosetada que se encuentra en la zona andina superior de los Andes de
Chile central entre 3.000-3.650 m.s.n.m. Ha sido descrita como anual-bianual
(Lourteig, 2000), pero hemos observado individuos que presentan evidencia
morfolégica de mayor longevidad. Trabajos preliminares en una poblacion
muestran que O. compacta es una especie ftristilica fuertemente
autoincompatible (Arroyo, datos no publicados). Es polinizada principalmente
por mariposas alioandinas y en menor cantidad por abejas (Arroyo et al., 1982).
Sin embargo, a pesar de su autoincompatibilidad, y que tanto las condiciones
bidticas como las abidticas son cada vez mas restrictivas con la altitud (Kémer,
2003), se encuentran bastas poblaciones de esta especie en la zona andina
superior, con algunas poblaciones instaléandose cerca del limite superior de la

vegetacion.
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Considerando tanto la distribucion altitudinal de la especie, como su sistema
reproductivo, surge la interrogante si la existencia de esta especie a mayores
altitudes esta ligada a la adquisiciéon de rasgos que compensen la disminucion
altitudinal del servicio de polinizacion a nivel comunitario descrito por Arroyo et

al. (1985), tal como plantea en la hipétesis APP.

En esta tesis se estudian algunos de ios rasgos florales de O. compacta que
podrian tener un rol en la compensacion de la disminucién en el servicio de

polinizacién en un rango altitudinal.

Para esto primero se determind cuan generalizada es la dependencia de
polinizadores por parte de esta especie, y si los tres morfos florales se
mantienen en todas las poblaciones. Segundo, se cuantificaron las tasas de
visita para determinar si estas reflejan las tendencias descritas anteriormenie a
nivel comunitario. Luego, se midieron los rasgos que cumplirian un papel en la
compensacion de la disminucion en el servicio de polinizacién. Los rasgos
estudiados son el tamafio floral, tamafio del despliegue floral y longevidad floral,
y como estos podrian compensar la menor tasa de visita floral, para lo cual se

estimo el ndmero de visitas potenciales de una flor a lo largo de su vida.

Por dltimo, con objetivo de profundizar en el papel que cumple la longevidad

floral en esta especie y como esta se vincula con su éxito reproductivo, se
18




realizo un experimento que evalta el éxito reproductivo de individuos expuestos

a polinizadores de manera diferencial.
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3 OBJETIVO GENERAL

Investigar si existen mecanismos compensatorios en los rasgos florales para

contrarrestar la disminucién altitudinal comunitaria de la tasa de polinizacion en

O. compacta en los Andes de Chile ceniral. A su vez, determinar si la

proporcién de las tres formas esiilares y el grado de dependencia de

polinizadores se mantienen constantes en dos altitudes en el piso andino

superior de los Andes de Chile central.
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4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para poblaciones ubicadas en el limite inferior del piso andino superior (3100
m.s.n.m.}, y en el limite superior (3450 m.s.n.m.) en tres localidades en la

Cordillera de los Andes de Chile central;

a. Determinar el grado de dependencia de polinizadores.
b. Determinar la frecuencia de plantas brevi-, medi- y longiestilo.
c. Determinar la tasa de visita floral.

d. Determinar el tamafio floral, el tamafio de despliegue floral y la
longevidad floral.

e. Realizar un experimento de campo para determinar si una mayor
longevidad fioral influye positivamente en la producciéon de frutos en O.

compacta.
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1.

5 HIPOTESIS

Dado que O. compacta presenta una fuerte autoincompatibilidad
genética, a mayores altitudes se espera encontrar rasgos que permitan
compensar la disminucién en el servicio de polinizacidn, tales como mayor
longevidad floral, flores mas grandes y aumento en el tamafio del despliegue

floral.

Si la longevidad floral actia como un mecanismo para compensar la
reduccion altitudinal en la tasa de visita floral de polinizadores, flores de O.
compacta de plantas de la misma altitud, expuestas a distintos tiempos de

polinizacion abierta, deberian mostrar diferencias en la produccién de frutos.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Especie de estudio

Oxalis (Oxalidaceae) es un género cosmopolita con cerca de 500 especies, las
que se distribuyen principalmente en Africa y Sudamérica (Lourteig, 2000). Las

especies son en su mayoria tristilicas y distilicas.

La especie empleada como modelo de estudio en esta tesis es Oxalis
compacta, descrita como hierba anual-bianual, arrosetada con tallos que
sobrepasan el follaje. Sin embargo, nuestras observaciones sugieren que O.
compacta puede vivir mas de dos afios. Presenta flores amarillas tristilicas
pentameras con los pétalos unidos. Se distribuye en Chile entre la Regién de
Coquimbo y la del Maule (Lourteig, 2000), siendo mas abundante sobre los
2.000 m.s.n.m. Es polinizada principalmente por mariposas altoandinas y por
abejas (Arroyo et al.,, 1982). Florece desde finales de Diciembre hasta
comienzos de Marzo, dependiendo de la altitud (Arroyo et al., 1981), con los

frutos madurando 3 a 4 semanas después de la antesis floral.
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O. compacta se encuentra distribuida altitudinalmente en esta zona desde los
2.000 hasta los 3.650 m.s.n.m. En altitudes bajas (2.000-2.600 m.s.n.m.)
predomina la variedad berteroana, mientras que en altitudes altas (3.000-3.650
m.s.n.m.) s6lo se encuentra la variedad compacta. Este estudio se focalizé en
O. compacta var. compacta, que, como se puede apreciar, alcanza mayores
altitudes que la variedad beteroana. Estudios preliminares en una poblacion
muestran que O. compacta var. compacta es fuertemente autoincompatible en

la zona de estudio.

Figura 2. Individuo de Oxalis compacta sector La Parva Baja (LPB).
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6.2 Lugar de estudio

La adquisicién de los datos, asi como los experimentos de terreno se realizaron
en la zona de la Cordillera de- los Andes de Chile central, a los 33° S, a 50 km.
al este de Santiago en tres localidades, cada una abarcando un gradiente entre
los 3.100 y 3.500 m.s.n.m. Los estudios se realizaron en los meses de verano

(Diciembre -Febrero).

Se escogieron seis poblaciones ubicadas en dos altitudes (entre los 3.100 —
3.140 y 3.400-3.470 m.s.n.m.), es decir, 2 altitudes x 3 localidades. Las
localidades, corresponden a lo que denominamos sector La Parva, sector Valle
Nevado y sector Piedra Numerada (Figura 3. y Tabla 1.).

Las poblaciones en estudio son:

e La Parva Alta (LPA)

La Parva Baja (LPB)

« Valle Nevado Alfo (VNA)

* Valle Nevado Bajo (VNB)

¢ Piedra Numerada Alta (FNA)

» Piedra Numerada Baja (PNB)
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Figura 3. Los puntos amarillos corresponden a las seis poblaciones utilizadas
en el estudio. Los puntos rojos son lugares referenciales para identificar la zona

de estudio.
Tabla 1. Coordenadas de las poblaciones en estudio.
Localidades | Poblaciones | Latitud Sur | Longitud Oeste | Altitud (m.s.n.m.)
i B LPB 33°19'50,84" | 70°16' 17,66" 3.100
LPA 33°19'24,57" 70°15' 47 4" 3.450
Valle VNB 33°20'40,23" | 70°15'10,67" 3.140
Nevado VNA 33°19' 314" 70° 15' 18,3" 3.450
Piadra PNB 33°20'4,48" | 70°14' 38,94" 3.110
Numerada PNA 33°19'14,87" | 70° 14' 20,28" 3.470
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6.3 Clima general del area de estudio

En general el clima de Chile central puede describirse como mediterraneo (di
Castri & Hajek, 1976), dado que es un clima de la zona exira tropical,
fuertemente estacional, con concentracion de las precipitaciones en los meses
Fie invierno (Aceituno, 1992) y con sequia en los meses de verano. Por otra
parte, el régimen pluviométrico se caracteriza por una alta variabilidad
interanual, la que se explica por la Oscilaciéon del Sur (Aceituno, 1990; Aceituno,
1992). Acotando la caracterizacién al clima de la cordillera de Chile central, este
se ha descrito como clima alpino con influencia mediterranea, teniendo una
precipitacion de 431 mm. a los 2.400 m.s.n.m., predominando [a nieve en los
meses de invierno (Mufioz et al., 2005). De manera mas especifica, el clima de
la alta montafia de la Regién Metropolitana ha sido clasificado como templado
mediterraneo microtermal subhumedo (Santibafiez & Uribe, 1990). La principal
caracteristica del clima de alta montafia es el progresivo enfriamiento de la
temperatura del aire con el aumento en la altitud, fenédmeno denominado tasa
de enfrianiiento adiabatico del aire (Barry, 1981). La tasa de enfriamiento
adiabatico en la cordillera de Chile central reporta un valor promedio de
6,1°C/km, con variaciones estacionales, con valores maximos en los meses de
verano {7°C/km) y minimos en los meses de invierno (4°C/km) (Cavieres &

Arroyo, 1999). Estos valores de enfriamiento adiabatico estan dentro de lo
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esperado para zonas montafiosas de latitudes t(\ampladas, en las que se ha

determinado un valor promedio de 6°C/km (Barry, 1981).

6.4 Dependencia de los polinizadores

Para determinar el nivel de dependencia de los polinizadores, se monté un
experimento de exclusién de polinizadores en las seis poblaciones. Se tomaron
18 individuos por poblacién (seis del morfo longiestilo, mediestilo y breviestilo,
respectivamente), a los que se marcaron cinco yemas florales en la tarde del
dia antes de la antesis, pudiendo reconocer la edad de las yemas por algunas
particularidades morfoldgicas. Una vez marcadas la yemas con hilos de algodén
de diferentes colores, se puso el dispositivo de exclusion de polinizadores al los
individuos. EI dispositivo permite el paso de la luz y del aire (Figura 4.).
Aproximadamente dos-ires semanas més tarde, se colectaron los frutos y se
determiné el porcentaje de frutos formados para las flores marcadas que no
habian sufrido un dafio externo. Para minimizar el efecto de variacion climatica
estacional en el desarrollo de los frutos, se marcaron las yemas de la poblacion
baja y alta en cada una de las tres localidades el mismo dia o en dos dias
consecutivos. Este mismo disefio experimental fue usado simultaneamente para

determinar la longevidad potencial de las flores (ver mas adelante).
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Figura 4. Dispositivo para exclusion de polinizadores, bolsa de muselina.

6.5 Determinacion de la frecuencia de morfos estilares

Para la determinacion de la frecuencia de morfos estilares (Figura 5.) se
realizaron censos de los individuos de O. compacta en las seis poblaciones.
Estos censos se llevaron a cabo en dos modalidades, dependiendo de la
poblacion. En algunos casos se hicieron observaciones directas en el campo
(en las localidades de LP y VN), mientras que en la localidad de PN se tomaron
muestras de flores maduras (una por individuo) las que se conservaron en
alcohol al 70%. Posteriormente las muestras de flores conservadas en alcohol
fueron observadas a la lupa para determinar el morfo de cada una. El muestreo

minimo fue de 350 plantas por poblacién. Como es de esperar en una especie
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heterostilica, no se observé ningin caso en donde un individuo poseyera mas

de un morfo floral, validando la seleccién de una flor por planta.

Figura 5. Morfos estilares in situ. La flor rotuladas B corresponde a breviestilo:
la rotulada M, a mediestilo y la rotulada L a longiestilo.
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6.5.1 Analisis de los datos

Para determinar si existe desviaciones de la isopletia (igual proporcion de cada
morfos en la poblacién) en la representacién de los morfos estilares en las
poblaciones se aplico una prueba de G a los datos obtenidos (Weller et al.,

2007).

6.6 Tasa de visita floral

Para determinar las tasas de visita floral, se establecieron dos cuadrantes de 50
cm x 50 cm en el medio de la poblacion con una densidad de aproximadamente
10 individuos por cuadrante (Figura 7.). Se utilizaron ventanas temporales de 10
minutos alternando con cinco minutos de descanso entre ventanas para
cuantificar la actividad de los visitantes. Al principio de cada ventana temporal
se contd el nimero de flores abiertas en todos los individuos en flor. Dos
observadores registraron los visitantes que llegaron a las flores abiertas,
registrando la identidad y el comportamiento del insecto visitante durante su
visita. Las observaciones abarcaron dos-tres dias despejados en cada una de

las poblaciones estudiadas (es decir, un total de 14 dias de observacion).
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6.6.1 Analisis de los datos

Dado que los datos se desviaron fuertemente de la normalidad, se les aplico la
prueba no paramétrica U-Mann-Whitney entre pares en poblaciones de la

misma localidad. Los analisis se realizaron en el software SPSS 17.0.

6.7 Medicién de rasgos compensatorios

6.7.1 Tamafio pétalo

Para la medicion del tamafio de corola se midié la longitud del pétalo, dado que
el diametro de la corola abierta en el campo depende fuertemente de la
radiacion y la temperatura, y exige la toma de muestras en una hora
estandarizada. Por lo que se tomé una flor de cada una de 20 plantas por morfo
en cada poblacion, las que fueron seleccionadas al azar y fueron conservadas
en alcohol al 70%. Luego estas fueron medidas bajo microscopio
estereoscopico provisto de una regleta graduada. Se tomé la longitud de tres
pétalos por muestra (Figura 6.), restringiéndose a este nimero. Dada la
probabilidad que se rompan algunocs pétalos en el momento de disectar la

corola,
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6.7.1.1 Analisis de datos

Se realiz6 un ANOVA para disefio en bloques de una via, donde la variable
respuesta es la longitud del pétalo (promedio de los tres pétalos medidos por
flor), el factor o via es la altitud y el bloque seria la localidad de pertenencia de
la poblacion. Los andlisis se realizaron en el software SPSS 17.0. Luego se
realizd una prueba de Tukey para determinar dénde se encontraron las
diferencias. Analisis preliminares de las poblaciones individuales mostraron que
no hay efecto del morfo en el tamafio de la flor, por lo que este rasgo no fue

evaluado a nivel general.

Figura 6. Medicion de longitud de pétalos, para evaluar el tamarfio de la flor en
Oxalis compacta. Las lineas moradas corresponden al sentido en fue realizada
la medicion.
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6.7.2 Tamarno despliegue floral

En cada una de las seis poblaciones estudiadas se establecieron diez
cuadrantes de 50 cm x 50 cm los que se ubicaron en el centro de cada
poblacion (Figura 7) para evitar efectos de borde. En cada cuadrante se
cuantificé el nimero de plantas y flores abiertas de cada individuo en flor. Las
mediciones se registraron en la época de maxima floracién (Enero-Febrero,

observacién personal) en cada poblacion.

Figura 7. Cuadrante de cuantificacion de despliegue floral y de observacion de
visitas florales.
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6.7.2.1 Analisis de datos

Se realiz6 un ANOVA para disefio en bloques de una via, donde la variable
respuesta es el tamafio del despliegue floral, expresado como el nimero de
flores por planta, el factor o via es la altitud y el bloque seria la localidad de
pertenencia de la poblacion. Los analisis se realizaron en el software SPSS

17.0.

6.7.3 Longevidad floral

Dado que diferencias en el nivel de actividad de los polinizadores pueden
afectar la longevidad de las flores, para detectar un posible aumento en la
longevidad floral con la altura, a diferencia de la mayoria de estudios previos, se
determing la longevidad potencial de las flores. En cada poblacién estudiada se
escogieron 18 plantas (seis de cada morfo estilar), a las que se le excluyeron
polinizadores con el dispositivo de exclusion antes descrito. En cada planta se
marcaron 5 yemas florales con hilos de colores diferentes las cuales se
siguieron individuaimente cada dia durante todo el periodo de apertura floral, es
decir, desde que abre la flor hasta que esta senece. Para minimizar el efecto de
variacion estacional en la temperatura sobre la longevidad floral, se marcaron
las yemas de la poblacién baja y alta en cada una de las tres localidades el
mismo dia o en dos dias consecutivos. Los experimentos en las tres localidades

abarcaron un periodo de seis semanas.
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6.7.3.1 Andlisis de datos

Se realiz6 un ANOVA para disefio en bloques de una via, donde la variable
respuesta es la longevidad floral, dias que permanece la corola abierta (se tombd
el promedio de las cinco flores o del niimero que sobrevivié sin dafio por
planta), el factor o via es la altitud y el bloque seria Ia localidad de pertenencia
de la poblacion. Los analisis se realizaron en el software SPSS 17.0. Andlisis
preliminares de cada poblacion en estudio mostraron que el N muestreal de
cada morfo no permitia realizar analisis para determinar la incidencia del morfo
en la longevidad floral, por lo que se decidid no tomar este rasgo de los

individuos en el andlisis general de los datos.

6.8 Experimento de exposicién diferencial a polinizadores

Durante la temporada estival 2007-2008, se realizo el experimento en la
poblacién LPB. Se tomaron al azar 30 individuos de cada morfo (brevi-, medi- y
longiestilo) dando un total de 90 plantas. En cada individuo se establecieron
cuatro tratamientos, con el fin de evaluar el efecto de Ia longevidad floral en la
formacion de frutos (Figura 8.). Los tratamientos corresponden a exposicion a
polinizacién abierta durante cero, uno, dos y tres dias. Se instalé el experimento
a lo largo de un periodo de cinco dias: a medio dia del primer dia, se quitaron
las flores abiertas de cada individuo, dejando sélo yemas florales. A medio dia

del segundo dia, se identificaron las flores que habian abierto ese dia, de las
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cuales se marcaron tres (Figura 9.) y el resto se quitaron. Asi de la misma

manera en los dias sucesivos. Al quinto dia se marcaron tres yemas florales y

se cubri6 el individuo con el dispositivo de exclusién de polinizadores. Luego de

dos a tres semanas se colectaron los frutos casi maduros. Lamentablemente

hubieron casos de pérdida de flores marcadas (aprox. 30%). Se cuantificaron

cuantos frutos se produjeron en cada individuo por tratamiento. Cuando

quedaron dos flores de las tres marcadas, se cuantifico el porcentaje de frutos

en bases a N = 2. En los casos de pérdida de dos o mas flores marcadas, se

elimind la muestra.

A cada individuo se le realizaron

cuatro tratamientos de
exposicion a polinizacion abierta

N° de frutos
producidos

Figura 8. Esquema del disefio experimental del experimento de exposicion

diferencial a polinizadores.
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6.8.1 Analisis de los datos
Usando la proporcion de frutos formados (por tratamiento por planta), se realizé
un Analisis de Regresion Logistica Ordinal (Programa JMP, 6.0). Luego, se

aplico una Prueba Chi-Cuadrado entre pares de tratamientos.

Figura 9. Marcaje de yemas para el experimento de exposicién diferencial a
polinizadores. La figura muestra los hilos de algodén que se utilizaron para la
distincion de las yemas que participaron del experimento. Cada tratamiento fue
distinguido con un color distinto de hilo, lo que indicaba el nimero de dias
expuestas.
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Figura 10. Fruto de O. compacta; izquierda: una flor que no formé fruto:
derecha: fruto maduro.
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6.9 Comparacion de niveles de polinizacién

Con los datos de longevidad potencial de las flores y las tasas de visitas, se
procedié a determinar el nimero de visitas por flor absoluto esperado para cada
poblacion. Ello para determinar si la longevidad compensa las diferencias en las

tasas de visita floral. El nimero de visitas por flor fue calculado en base a:

Visitas por flor durante su vida = Tasa de visita x Tiempo de apertura

floral diaria x Longevidad floral.

La tasa de visita utilizada fue el promedio del nimero de visitas/10 min/flor,
mientras que el tiempo de apertura floral diario utilizado fue el nimero promedio
de observaciones de 10 minutos por dia, ya que el tiempo de apertura floral
durante el dia varfa segin poblaciéon. Por otra parte, el nimero de
observaciones de 10 minutos refiejan el tiempo en que las flores permanecieron

abiertas durante un dia.
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7 RESULTADOS

7.1 Dependencia de polinizadores

En este experimento, las flores marcadas en individuos a los cuales se

excluyeron polinizadores no presentaron produccion de frutos o la produccion

de frutos fue casi nula (Tabla 2.), restringiéndose a dos poblaciones y a los

morfos medi- y breviestilo. Las poblaciones que formaron frutos corresponden al

nivel altitudinal bajo (LPB = 3,23%; VNB = 3,2%). Los resultados confirmarian la

alta dependencia de polinizadores de O. compacta para su éxito reproductivo

tanto en el limite inferior, como superior de la zona andina superior, Y ninguna

tendencia hacia autogamia en las poblaciones de mayor altitud.
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Tabla 2. Proporcion de fructificacion en individuos a los que se les excluyeron
los polinizadores. Los daios corresponden a los resultados por morio y al total

poblacional.
Localidad Poblacién Morfos | Plantas | Flores | Frutos | % fructificacién
Brevi- 6 24 1 4,2
LPB Medi- 5 14 1 7.1
Longi- 6 23 0 0,0
Total 17 61 2 3,23
La Parva
Brevi- 23 0 0
Medi- 23 0 ]
LPA -
Longi- 19 0 ]
Total 18 65 0 0
Brevi- 23 0 0
VNB Medi- 20 2 10,0
Longi- 20 0 0
Valle Total 18 71 2 3.2
Nevado Brevi- 17 0 0
Medi- 12 0 0
VNA
Longi- 13 0 0
Total 18 42 0 1]
Brevi- 5] 24 0 0
Medi- 21 0 0
PNB
Longi- 20 0 0
Piedra
Numerada Total 18 65 0 0
Brevi- 22 0 0
Medi- 19 0 0
PNA
Longi- 22 0 0
Total 18 63 1] 1]
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7.2 Determinacién de proporcién de morfos florales

Todas las poblaciones censadas presentaron los tres morfos tipicos de una

especie fristilica. Las poblaciones son en su mayoria isopléticas (Tabla 3). Las

Unicas que presentaron desviaciones de la isopletfa fueron VNA y PNB. La

primera, VNA, muestra una pequefa disminucion en la proporcidn de individuos

mediestilo; mientras que PNB, muestra un pequefio aumento en la proporcion

de individuo longiestilo. Sin embargo, no hubo ninguna tendencia altitudinal en

los resultados, indicando que la tristilia se manifiesta en todo el rango de

distribucion de la especie.

Tabla 3. Proporcién de morfos florales en las seis poblaciones. Los nimeros
entre paréntesis corresponden a los N muestreales. Las tltimas columnas son
el resultado de la Prueba de G y su significancia. * p<0,05; ** p < 0,005.

Morfos
Localidad | Poblacién | N muestreal G P
Breviestilo | Mediestilo | Longiestilo
LPB 838 0,32 0,34 0,35 0,98 0,61
La Parva
LPA 1883 0,35 0,31 0,34 4,87 0,09
Valle VNB 664 0,35 0,32 0,33 0,92 0,63
Nevado VNA 921 0,34 0,28 0,37 11,67 | 0,0029*
Piedrs PNB 766 0,31 0,31 0,38 7,74 | 0,0208*
Numerada PNA 366 0,30 0,35 0,35 2,13 0,63
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7.3 Tasa de visita floral

La cuantificacion de la tasa de visita floral se realizé en la temporada estival
2008-2009, la cual correspondit a un afio excepcional climaticamente hablando.
Se realizaron 92, 111, 70, 76, 65 y 86 bloques de diez minutos de observacion
en LPA, LPB, VNA, VNB, PNA y PNB, respectivamente. Las diferencias en los
tamafios muestréales obedecen a diferencias en el tiempo que permanecen
abiertas las flores durante el dia en las distintas poblaciones. La tasa de visita
promedio de las seis poblaciones es de 0,031 visitas/flor/10 min. La localidad
que presenta la mayor tasa es VNB, cuya tasa es de 0,11 visitas/flor/10 min.,
mientras que las localidades de VNA y PNA presentan tasas cercanas a cero.
Como se observa, en todas las localidades la tendencia es que a mayor altitud,
menor es la tasa de visita, desde luego, con grandes diferencias entre las tres
localidades. Estos resultados concuerdan con las tendencias reportadas a nivel
comunitario (Arroyo et al., 1985; Arroyo & Squeo, 1990) para tres diferentes

gradientes en los Andes.

Los visitantes observados se listan en la Tabla 4.
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Figura 11. Diagrama de caja de Tasa de visita floral. Se muestra el promedio
del numero de visitas correspondientes a una flor durante 10 minutos de
observacion. La barra negra sélida corresponde a la media de los datos, los
extremos de las cajas son los valores de Q1 y Q3. Las lineas que se extienden
desde las cajas son el limite superior e inferior que identifican a los valores
atipicos. Los valores atipicos estan representados por ° y los valores
extremadamente atipicos por *. Las letras representan el resultado de la Prueba
U-Mann-Whitney. Letras diferentes significa que los promedios son
significativamente distintos.
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Tabla 4. Lista de visitantes y sus tasas de visita floral segtin poblacién (ndmero
de visitas/flor/10 min.)

Orden Familia Especie LPB LPA VNB VNA PNB PNA
Diptera - No identificado 0,00659 | 0,00056 | 0,02108 - 0,0006 -
Melyridae | Arthrobranchus sp. - 0,00086 - - - -
Coledptera - No identificado 0,00857 - 0,0546 - - -
Himendptera | Andrenidae Liphanthus sp. 0,01049 | 0,00363 | 0,0252 - 0,0674 -
Lepiddptera Pieridae Phulia nymphula - 0,000009 - - - -
Otro - - - 0,00132 - 0,00076

7.4 Medicién de rasgos compensatorios.

7.41

Tamariio pétalo.

El promedio de tamario de pétalo de las seis poblaciones es de 8,88 mm de

longitud, con un valor maximo de 9,99 mm en la poblacién de LPB y un valor

minimo de 4,93 mm en la poblacion de PNA (Figura 11.). Al contrario de lo

esperado bajo la hipétesis APP, la tendencia es que las flores pertenecientes a

pobiaciones de altitudes mayores presenten una longitud de pétalo menor. El

andlisis de varianza muestra que tanto el efecto del bloque (localidad de

pertenencia), como el de la altitud son significativos (Tabla 4.). Sin embargo, al

realizar la Prueba a posteriori de Tukey, esta revela que la diferencia entre

poblaciones esta focalizada. El dnico bloque que muestra una diferencia

significativa entre las dos altitudes es la localidad de PN; a mayor altitud, menor
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longitud del pétalo. En los demés bloques no hay diferencias significativas entre
las altitudes. Resumiendo, no existe evidencia alguna para un aumento

altitudinal en el tamario floral en O. compacta.
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Figura 12. Tamario pétalo en las seis poblaciones muestreadas. Se grafico el
promedio poblacional del tamarfio del pétalo +/- 2 errores estandar. Las letras
muestran los resultados de la Prueba a posteriori de Tukey. Letras diferentes
significan que hay una diferencia significativa.
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Tabla 5. ANOVA para determinar el efecto de la altitud en la longitud del pétalo.
® R cuadrado = 0,978.

Fuente de Suma de los Cuadrados
variacién | cuadrados tipo III gl medios F P
Modelo 291518 4 7287,98 4028,1 | <0,001
Gradiente 456,29 228,14 126,10 | <0,001
Altitud 310,02 310,02 171,35 | <0,001
Error 644,11 356 1,81
Total 29796,04 360
7.4.2 Tamario despliegue floral.

Debido a la tendencia de O. compacta de florecer al primer afio, existe una gran

variacion en el nimero de flores abiertas por planta, fluctuando entre una y 12.

El promedio del tamaiio del despliegue floral de las seis poblaciones es de 2,92

flores por planta, con un valor promedio maximo de 5,15 flores por planta en la

poblacidon de LPA y un valor minimo de 1,47 flores en la poblacion de LPB

(Figura 12.). EI ANOVA de una via para disefio en bloques (Tabla 5.) muestra

que la varianza de los datos obtenidos de despliegue floral no se explicaria ni

por los blogues (localidades), ni por la altitud, es decir, los datos no muestran un

patron respecto a estas variables. Sin embargo, tanto el valor del promedio

minimo y el méximo se encuentran en LPB y LPA respectivamente (Figura 1 2.).
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Figura 13. Tamario despliegue floral en las seis poblaciones muestreadas. Se
graficé el promedio poblacional del despliegue floral. Las letras muestran los
resultados de la Prueba a posteriori de Tukey. Letras diferentes significan que
hay una diferencia significativa.

Tabla 6. ANOVA para determinar el efecto de la altitud en el despliegue floral
de Oxalis compacta. ® R cuadrado = 0,495

Fuente de variacién cu::::::set::fa m gl CL::;?C?:S F p
Modelo 520,538 4 130,13 15,133 | <0,001
Gradiente 20,13 2 10,06 10,215 | 0,304
Altitud 215 1 2,15 0,259 | 0,613
Error 463,83 56 8,28
Total 984,36 60
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7.4.3 Longevidad floral

Como se explico en la metodologia, la longevidad de las flores se tomé a
individuos a los que se excluyé los polinizadores con el fin de determinar cual
era la longevidad potencial de las flores. El valor promedio de longevidad floral
potencial de las seis poblaciones es de 3,18 dias de apertura. LPA presenta el
valor maximo de longevidad, cuyo valor corresponde a los 4,04 dias de
apertura, mientras que el minimo lo presenta VNA, con un valor de 2,26 dias.
No hay un patréon altitudinal claro dentro de la tres localidades (Figura 13.), a
pesar que se monto los experimentos en las dos poblaciones en cada localidad
el mismo dia (o dos dias consecutivos). El ANOVA de una via para disefio en
bloques (Tabla 6.) muesira que la varianza de los datos obtenidos de
longevidad floral, estaria explicado por los bloques (localidades). Sin embargo
la Prueba a posteriori de Tukey indica una diferencia altitudinal significativa en
la localidad LP, que iria en correspondencia con la hipétesis APP, mientras las

otras dos localidades, no presentan diferencias altitudinales significativas.
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Figura 14. Longevidad floral en las seis poblaciones. Se grafico el promedio
poblacional del tamarfio del pétalo +/- errores estandar. Las letras muestran los
resultados de la Prueba a posteriori de Tukey. Letras diferentes significan que
hay una diferencia significativa.

Tabla 7. ANOVA para determinar el efecto de la altitud en la longevidad floral
de Oxalis compacta. ® R cuadrado = 0,853

Fuente de Suma de los Cuadrados
variacion | cuadrados tipo il gl medios 3 P
Modelo 428,908° 4 107,227 153,010 | <0,001
Gradiente 20,434 10,217 14,580 | <0,001
Altitud ,030 1 0,030 0,42 0,837
Error 70,779 101 0,701
Total 499,687 105
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7.5 Experimento exposicion diferencial a polinizadores

Finalmente se muestre6 un total de 192 individuos, los que corresponden a los
individuos a los que se pudo rescatar los frutos. Se obtuvo la proporcion de
frutos desarrollados de las flores marcadas en cada uno de los individuos y
tratamientos. En la Figura 15. se observan la distribucién de frecuencia para

cada uno de los tratamientos.
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Figura 15. Distribucién de frecuencias de proporcion de formacién de frutos en
los distintos tratamientos.
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Tabla 8. Resultados de la Regresi6n logistica Ordinal.

Regresién Logistica Ordinal

Prueba de Proporciones del Efecto del Likelihood

Fuente Nparm GL L-R ChiCuadrado Prob>ChiCuadrado
morfo 2,00 2,00 4,65621E-06 1,0000
tratamiento 3,00 3,00 125,1296627 <(,0001
Morfo*tratamiento 6,00 6,00 4,2955296 0,6368

La Regresién logistica Ordinal indica que los datos (Tabla 7.} estarian

explicados solo por el tratamiento; ni el morfo por si solo, o la interaccion

morfo*tratamiento puede explicar tales diferencias. Para visualizar mejor los

resultados se graficaron los datos de los tres morfos en conjunto (Figura 14.).

Se observa que las flores experimentaron significativamente menos polinizacion

con un dia de exposicién a los polinizadores, comparado con dos dias de

exposicion. Sin embargo no hubo un aumento significativo en la formacién de

frutos entre dos y tres dias de exposicién. El umbral de fructificacién alcanzado

después de dos y tres dias de exposicion fue bastante alto, alcanzando cerca

del 70%. Los resultados confirman que diferencias en la longevidad floral afecta

al nivel de fructificacion en O. compacta.
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Exposicion a polinizacién abierta (Dias)

Figura 15. Distribucion de frecuencias de la proporcion de fructificacion
respecto al tratamiento. Las letras corresponden a los resultados de la Prueba
Chi-Cuadrado aplicada a los pares de tratamientos. Letras distintas significa
medias significativamente diferentes, mientras que letras iguales significan
medias iguales.
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7.6 Comparacion de niveles de polinizacion

En la Figura 15. se muestra estimaciones del maximo nimero de visitas total

esperado durante la vida de una flor en las diferentes poblaciones y localidades.

Las tres poblaciones de menor altitud potencialmente reciben mas visitas por

flor en las tres localidades. En VNB el nimero de visitas por flor (11,7

visitas/flor) es dos 6rdenes de magnitud mayor que en VNA (0,08 visitas/flor).

Estos resultados indican que la longevidad floral no compensa la disminucion

de las tasas de visita en O. compacta.
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Niamero de visitas/flor
[o+]

LPB LPA VNB VNA PNB PNA
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Figura 16. Numero de visitas potenciales totales maximo para una flor a lo largo

de su vida.
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8 CONCLUSIONES

- O. compacta presenta una alta dependencia de polinizadores en todas las

poblaciones estudiadas.

. Todas las poblaciones muestran todos los morfos estilares propios de una

especie tristilica. Ademas de mostrar una prevalencia de la isopletia.
- No hay evidencia de un aumento altitudinal del tamafio floral.
. El tamafrio del despliegue floral no depende de Ia altitud.

. La longevidad floral no muestra relacion con la altitud de la poblacién donde

se realiza la medicion.

. Las tasas de visita floral son sustantivamente menores en poblaciones de

mayores altitudes que en las de menores altitudes.

- En la poblacion LPB se requieren al menos dos dias de exposicion a

polinizadores para lograr al menos un 70% de fructificacion.

- La longevidad floral no compensa la menor disponibilidad de polinizadores en

las poblaciones de mayores altitudes de O. compacta.
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9 DISCUSION

En el contexto de la hipétesis APP (Arroyo et al. 1985, 2007), en esta tesis se
estudio un conjunto de rasgos que se propusieron como compensadores de la
disminucion altitudinal en el servicio de polinizacién en la zona andina de los
Andes de Chile central en O. compacta, especie que presenta un sistema de
incompatibilidad heteromérfica. Emplear O. compacta como modelo para
investigar esta hipétesis, tiene como supuesto que la especie mantiene un
sisterna de reproduccion altamente dependiente de polinizadores a lo largo de
su distribucion altitudinal. El experimento para determinar la dependencia de
polinizadores confirmé que O. compacta efectivamente depende fuertemente de
polinizadores bidticos para su reproduccién, el cual se confirma en el
experimento de exposicién diferencial a polinizadores, ya que este ditimo
muestra que se requieren al menos un dia de exposicién a polinizadores para
que haya fructificacion y que con dos o mas dias se alcanza un 70 por ciento de
fructificacion. EI hecho que todas las poblaciones mantengan los tres morfos
estilares tipicos de [a tristilia, con isopletia en la mayoria de las poblaciones,
indicaria que la expresion morfolégica de la tristilia se mantienen a lo largo de la

distribucion altitudinal de O. compacta, lo que contrasta con estudios realizados
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en el oeste de América del norte que muestran la pérdida de uno o dos morfos
en poblaciones de Oxalis alpina (Weller et al, 2007). Estudios paralelos
efectuados en el verano de 2008-2009 en una de las poblaciones de mayor
altitud (VNA) muestran que no hay produccion de semillas bajo autopolinizacion
manual en los tres morfos en O. compacta. No obstante, el sistema de
incompatibilidad de O. compacta no es estricto, ya que algunos cruces
ilegitimos producen frutos (Arroyo & Humara, datos no publicados).
Independientemente de lo anterior, como se indicé arriba, queda ampliamente

demostrado que todas las poblaciones requieren del servicio de polinizacion.

Uno de los supuestos mas importantes de esta tesis es que la tasa de visita
floral en O. compacta disminuye con [a altitud, asi reflejando la tendencia
comunitaria antes descrita. Los datos obtenidos confirman que este supuesto se
cumple ampliamente en O. compacta. De hecho, la disminucidn altitudinal en la
tasa de visita supera la tendencia reportada por Arroyo et al. (1985) basado en
una comparacion de los tres pisos vegetacionales altitudinalmente distribuidos
por encima del limite arbdreo. La disminucion méas abrupta de la tasa de visita
en el caso de O. compacta, en donde se compararon poblaciones en dos
extremos del piso andino superior, serfa un indicativo de que la disponibilidad
de polinizadores se torna relativamente mas restrictiva en los pisos de

vegetacion de mayor altitud,
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A pesar de la alta dependencia de vectores de polinizacién biéticos en todo su
rango altitudinal y la fuerte disminucion altitudinal en las tasas de visita floral en
O. compacta, para los tres rasgos florales estudiados (tamario floral, tamafio de
despliegue floral, longevidad floral), no se obtuvieron patrones altitudinales que
fueran consistentes con lo esperado bajo la hipotesis APP. Mas adn, si se
observa los resultados en conjunto, es evidente que no hay una consistencia en
los patrones de variacion de los rasgos estudiados entre las localidades (Tabla

8.).

Tabla 9. Comparacion entre lo esperado segin la hipétesis APP y los
resultados encontrados en el estudio en las distintas localidades.

Localidades

Rasgos LP VN PN

Tamafio floral 4 4 4

Hi’f;;s'.s Tamanio despliegue floral 4 4 4

Longevidad floral 4 4 A

Tamafio floral = = v

Altitud I o afio despliegue floral ) = =

mayor

Longevidad floral 4 = =

Al integrar los resultados de las tasas de vista y la longevidad floral, se obtuvo
evidencia que existe un déficit de visitas en las fres poblaciones de mayor
altitud, y especialmente en dos (VNA, PNA). Por el contrario, nuestras
estimaciones indican que las flores de las poblaciones de menor altitud podrian
recibir hasta 11 visitas durante su vida. Hay que tomar en cuenta gue estas

estimaciones estan calculadas en base a tasas de visita registradas en dias con
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condiciones climéticas mejores que el promedio. Por lo tanto, el déficit en las
poblaciones de mayor altitud estaria subestimado, mientras el nimero de visitas
en las poblaciones de baja altitud estaria sobreestimado. No obstante esia
fuente de error, es interesante comparar el nimero de visitas por flor predicho
para LPB con los resultados de experimento de exposicion diferencial de
polinizadores. En este experimento se obtuvo 73% de fructificacion con tres
dias de exposicion, el equivalente a la longevidad floral potencial obtenida para
esta poblacion. Lo anterior sugiere que no hay una restriccién reproductiva
severa en esta poblacion. Se llega a una conclusién similar para las ofras dos
poblaciones de baja altitud, ya que las estimaciones de ntimero de vistas por
flor fueron mas altas que para LPB. Aca es importante recordar que el
experimento de exposicién diferencial a polinizadores y la determinacion de la
longevidad floral se realizaron en diferentes temporadas, es decir, en
condiciones climaticas no idénticas. Experimentos en curso en nuestro
laboratorio indicarian una fuerte correlacion entre Ia longevidad floral y la
temperatura en O. compacta, de tal forma que las inferencias anteriores deben

considerarse tentativas.

Considerando el conjunto de resultados surge la pregunta ;Como las
poblaciones de mayor altitud, teniendo un nimero de visitas por flor muy inferior
de uno en dos casos y las cuales no necesariamente todas son efectivas,

mantienen poblaciones extensas? Existen varios atributos de historia de vida
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que no fueron fomados en cuenta en este estudio, dentro de los cuales estan Ia
extension del periodo de floracion de las poblaciones de O.compacta que
corresponde aproximadamente a dos meses. Si se hace el gjercicio de calcular
el numero de flores producidas por planta, considerando una longevidad floral
de aproximadamente tres dias y un promedio de flores/planta de tres, se llega a
la conclusion que una planta podrfa producir un minimo de 20 Y un maximo de
60 flores por planta en la temporada. En base de este nimero y el nimero de
visitas por flor estimada en la poblacién con menor niimero de visitas (VNA), el

total de visitas por planta (maximo) estaria entre dos y seis por planta.

Ya que no encontramos evidencia para la existencia de rasgos compensatorios,
tendriamos que concluir que la produccién de semillas resultante de las bajas
tasas de visita es suficiente para mantener las poblaciones. Ademas siendo O.
compacta una especie perenne que forma banco de semillas serian otros los

factores relevantes en este contexto.

Esto lleva a cuestionar la relevancia de los polinizadores como una fuerza
selectiva en este sistema, ya que, a pesar de las fuertes diferencias en las tasas
de visita floral, estas parecen no tener relacion en la variacién de los rasgos que
compensarian estas diferencias. Sin embargo, es preciso a hacer hincapié que
en esta tesis no se evalud la variacion intra- e interanual de Ia disponibilidad de

polinizadores y tampoco de los rasgos estudiados. Esta tesis muestra g
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necesidad de hacer estudios de largo plazo en el sistema con el fin de capturar
estas variaciones, ya que los rasgos estudiados en conjunto con los atributos de
historia de vida ya mencionados podrian estar explicando la relacion planta-
polinizador y las verdaderas restricciones a las que se ve sometida esta especie

en el area de estudio.

Para poder incorporar la extensién del periodo de floracion es necesario hacer
un seguimiento de los rasgos compensatorios a la baja disponibilidad de
polinizadores tales como el tamario floral, el tamario de despliegue floral y la
longevidad floral en distintos puntos de la época de floracién, ademas de
cuantificar las tasas de visita floral en cada uno de estos punios temporales de
medicion. Esto debido a que duranie la época estival las condiciones
ambientales varian a través de la temporada. Una de los factores mas
afectados es la condicion edafica del suelo, esta varia desde Octubre en que
comienza la floracion y que coincide con el inicio de la época de deshielos hasta
mediados de Febrero que coincide con el periodo de estiaje, en la zona de

estudio.

Otro tema a considerar es como varian los recursos que e entrega la planta a
los polinizadores, néctar y polen, y como varian las claves odoriferas que las
plantas entregan al ambiente, tanto en cantidad como en calidad y esto a través

de la temporada. Esto Gltimo con el fin de detectar si los recursos gue ofrece Ia
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planta se correlacionarian con el nivel de atraccién de los visitantes a los

individuos de O. compacta.

En cuanto a los rasgos florales relevantes de evaluar de manera mas
exhaustiva esta la longevidad floral, desde el punto de vista de la duracion de la
receptividad estigmatica y la carga polinica necesaria para lograr la maxima
fructificacion y si esta afecta la duracién de la longevidad floral. Esto podria dar
luces de cuan efectivas pueden ser las visitas de polinizadores y por ende

cuantas visitas requiere una flor para producir la méaxima fructificacion.

Ademas, es importante evaluar el efecto micrositio en Ia longevidad floral. Como
por ejemplo, cual es el efecto de la temperatura sobre la longevidad floral, El
efecto de la temperatura podria estar ocultando diferencias altitudinales sobre
este rasgo. Para poder aislar tal efecto se hace necesario realizar estudios de

jardin comn o analisis intrapoblacionales de la temperatura.

Finalmente, observar la variacién interanual en todos los factores antes
mencionados es determinante, ya que el supuesto de una condicién constante
de un facior ambiental relevante no es tal, supuesto que es omitido por la
metodologia empleada en esta tesis. Esto mezclado a la formacion de banco de

semillas hace necesario un estudio a largo plazo, como se mencioné antes.
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Si bien los logros de esta tesis responden interrogantes claves de los atributos
de historia de vida de la especie, estudios adicionales son indispensables para
conocer las poblaciones de O. compacta persisten en su habitat natural de alta

montafia.
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