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RESUMEN

1+

La capacidad de crecer y reproducirse exitosamente en hébitats muy distintos en especies con amplia

distribucion se denomina “adaptacion local”. La capacidad de adaptacion local de una especie puede

estar mediada por dos grandes grupos de mecanismos: diferenciacién genética y plasticidad i

fenotipica. Phacelia secunda J.F. Gmel. (Hydrophyllaceae) es una hierba perenne que habita en todo
el continente americano, desde el sur de los Estados Unidos hasta el extremo sur de Sudamérica. En
Chile, esta hierba presenta una extraordinaria amplitud tanto en su distribucién latitudinal como
altitudinal, habitando desde Parinacota (18°S) hasta Tierra del Fuegg_(54°S), y desde el nivel del
mar hasta cerca del limite altitudinal de la vegetacién andina (3.500 m). A diferencia de otras
especies con amplia distribucién en Chile, P. secunda se desarrolla exitosamente en climas muy
diferentes como son el clima costero, el clima tipo mediterraneo del valle central y el clima alto-
andino. Considerando esta amplia distribucion surge la interrogante si el éxito de esta especie en
climas tan diversos es producto de una amplia plasticidad fenotipica o producto de la formacién de
poblaciones genéticamente diferenciadas y altamente adaptadas a las condiciones locales de cada
ambiente en que se desarrolla. Esta tesis se centra en aspectos relacionados con el proceso de
germinacion de semillas de P. secunda, y su variacién a lo largo de un gradiente altitudinal en los
Andes de Chile central, entre los 1.600 y 3.400 m s.n.m. La revisién de modelos tedricos que han
sido elabgrados para estudiar bajo que condiciones la evolucién de la latencia en semillas es
ventajosa sugiere que la latencia y la formacion de BS podria ser una estrategia seleccionada en
ambientes de mayores altitudes. Si la latencia en las semillas y la consecuente formacion de BS es un

atributo de historia de vida seleccionado hacia mayores altitudes en las zonas alpinas, entonces
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deberia existir una tendencia a aumentar el grado de latencia en las semillas y formar BS mas
persistentes a medida que las semillas provienen de mayores altitudes. Esto constituiria una
adaptacion al ambiente. Sin embargo, es necesario a su vez determinar si esta adaptacién local
representa una plasticidad fenotipica de la especie en relacion a la capacidad de formar distintos tipos
de BS o son resultado de diferenciaciones poblacionales con base genética. Existen antecedentes que |
sugieren bajas probabilidades de intercambio genético entre poblaciones de_Phacelia secunda
ubicadas a diferentes altitudes, por lo que existiria un alto grado de diferenciacion genética entre
poblaciones a lo largo de un gradiente altitudinal. Esto deberia expresarse como respuestas de
germinacion y de latencia independientes del sitio en que son entgrradas las semillas y de las
condiciones en que son germinadas en laboratorio. Para abordar este problema se utilizaron dos
acercamientos; uno fue enterrar en forma cruzada semillas provenientes de diferentes altitudes en sus
ambientes naturales y observar su germinacion después de un afio de permanecer enterradas. En
forma complementaria, se realizaron experimentos de germinacién de semillas de distintos origenes
en ambientes comunes en laboratorio. Para esto se simularon algunas condiciones ambientales que
ocurren en ambos extremos del gradiente estudiado y se registré la germinacién de semillas
provenientes de distintas altitudes. Los experimentos de germinacién en laboratorio permiten a su
vez explorar algunos factores que puedan estar involucrados en la latencia de semillas de P. secunda.

Se encontrd que en Phacelia secunda, existe una marcada tendencia a que las semillas
tengan una mayor latencia hacia mayores altitudes. Esto permite la formacion de BS mas
persistentes hacia mayores altitudes. Esta diferenciacién en la capacidad de formar BSP seria
una adaptacién a las mayores fluctuaciones ambientales que ocurren con la altitud,

representand6 una adaptacion local de las poblaciones a su ambiente. Esta adaptacion local
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estaria originada por una diferenciacion genética entre las poblaciones de Phacelia secunda que
crecen a diferentes altitudes. La exploracion de los factores involucrados en la variacion
altitudinal en la latencia de las semillas sugieren que habria un aumento en la latencia innata de
las semillas determinada por restricciones fisicas y quimicas de la testa. La amplia distribucion
que presenta Phacelia secunda, y su capacidad de habitar ambientes muy contrastantes, se deberia a
la capacidad de formar poblaciones diferenciadas genéticamente y localmente adaptadas a su medio

ambiente, al menos en las respuestas de germinacion y capacidad de formar BS.




ix

ABSTRACT
Local adaptation could be defined as a successful grow and reproduction in very different habitats in
species with wide distributional range. Local adaptation can be achieved by two mechanisms: genetic
differentiation and phenotypic plasticity. Phacelia secunda JF. Gmel. (Hydrophyllaceae) is a .’
perennial herb inhabiting the Americas, from the south of the United States to southern South
America. This herb shows an extraordinary latitudinal and altitudinal range in Chile, inhabiting from
Parinacota (18°S) to Tierra del Fuego (54°S), and from the sea up to the altitudinal limit of Andean
vegetation (3.500 m). Throughout this wide altitudinal distribution, P. secunda grows in very
different climate zones including coastal, mediterranean-type and the high-alpine climates. Taking
into account this wide distribution arise the question if the success of this species in diverse climates
resulted from a wide phenotypic plasticity or due to the formation of populations genetically
differentiated and highly adapted to the local conditions of each environment in which species

developed. This thesis is centered in aspects related with the process of seed germination in P.

secunda, and its variation along an altitudinal gradient in Andes of central Chile, between 1600 and
3400 m a.s.1. Theoretical models suggest that the formation of seed bank (SB) could be a selective
strategy with the increase in elevation in alpine environments. If seed dormancy, and the consequent
formation of SB, is a life history attribute selected in alpine zones, then a tendency should exist to
increase the degree of seed dormancy and form more persistent SB with increasing elevation. This
strategy might constitute an adaptation to the environment. However, it is necessary determine if this
local adaptation represents a phenotypic plasticity of the species in relation to its capacity to form
different types of SB, or there are differentiation with a genetic base among populations. Previous

studies suggest low probabilities of genetic exchange between populations of Phacelia secunda

A



located at different elevations, thus high genetic differentiation between populations along an
altitudinal gradient might exist. This could be expressed as seed germination responses and
dormancy patterns independent of the site in which seeds were buried and of the laboratory .
conditions in which they were germinated. In order to solve this problem, two approaches were
used, one was reciprocal burial of seeds from different elevations in their natural environments and
observe their germination after a year of burial. In complementary form, germination experiments
with seeds from different elevations in common environments in laboratory were performed. Some
environmental conditions that prevail in the extremes of the altitudinal gradient studied were
simulated, and germination of seeds from different elevations was registered. Additionally,
germination in laboratory conditions allow the exploration of some factors that could be involved in
dormancy of P. secunda seeds.

A strong tendency to higher seed dormancy toward higher elevations was registered in
Phacelia secunda. This allows the formation of more persistent SB with increasing elevations. This
differentiation in the capacity to form PSB would be an adaptation to higher fluctuations in
environment with increasing elevation, representing a local adaptation. This local adaptation is
originated by a genetic differentiation between Phacelia secunda populations that grow at different
elevations. The study of factors involved in the altitudinal variation seed dormancy suggests that
there seems to be an increase in the innate dormancy determined by physical and chemical
“restrictions of the tésta. The wide altitudinal distribution of Phacelia secunda in central Chile, and
their capacity to occupy very contrasting environments, seems to be determined by its capacity to
form genetically differentiated and locally adapted populations, as suggested by its seed germination

response and the capacity to form SB.



INTRODUCCION

Existen especies que presentan un amplio rango de distribucion, creciendo y desarrollandose en
habitats muy diferentes unos de otros. Esta capacidad de crecer y reproducirse exitosamente en
habitats muy distintos se denomina “adaptacion local” (Bradshaw 1989). La capacidad de adaptacion
local de una misma especie para crecer y reproducirse en hébitats diferentes puede estar mediada por
dos grandes grupos de mecanismos: diferenciacién genética y plasticidad fenotipica.

La diferenciacion genética entre poblaciones de una misma especie se produce cuando el
flujo de genes entre las poblaciones es bajo, de modo que dentro dg.cada poblacién comienza un
proceso de fijacion de determinados alelos. Los alelos que se fijan en una determinada poblacién
serian aquellos que le confieren la mayor adecuacién a los individuos en las condiciones
ambientales en las cuales se desarrollan (Roff 1994). El reducido flujo génico entre poblaciones
facilita entonces la formacién de genotipos altamente adaptados a las condiciones locales en el
cual crecen los individuos. Las plantas son organismos sésiles, donde el intercambio genético,
que se produce a través del polen y las semillas, es espacialmente muy limitado (Sork et al.
1993). Esto facilita la diferenciacion genética entre poblaciones de una misma especie, alin en
distancias muy cortas, lo cual ha sido documentado en poblaciones de plantas (Briggs & Walter
1997).

La plasticidad fenotipica en cambio, se define como la capacidad de un genotipo de
expresar distintos fenotipos, de acuerdo al tipo de ambiente en que se encuentra (Schlichting
1986). La respuesta plastica emerge como un cambio en la secuencia de desarrollo tipica de un

caracter debido a la interaccion del genotipo del organismo con el ambiente en que se desarrolla.




La capacidad de muchas especies de plantas de modificar su morfologia y fisiologia de acuerdo a
las condiciones del ambiente ha sido vista como una plasticidad fenotipica, lo cual se ha
interpretado como variaciones adaptativas (Schlichting 1986). Sin embargo, modificaciones
morfologicas o fisiolégicas de un individuo en respuesta a un cambio en el ambiente no
necesariamente traen como consecuencia un aumento en la adecuacion biolégica (Via 1993, Via
et al. 1995). Algunos autores postulan que la plasticidad es un caracter en st y que por lo tanto
estaria sujeta a seleccion, proponiéndose incluso la presencia de genes para la presencia de
plasticidad (Bradshaw 1989, Schlichting 1986).

Dentro del ciclo de vida de las plantas, la germinacién de semjllas es el paso entre la unidad
de dispersién (semilla) a un individuo joven (pléntula). El estadio de plantula es el mas vulnerable
dentro del ciclo de vida de las plantas (Harper 1977)£or lo tanto donde y cudndo se produce la
germinacion de semillas son claves en determinar las probabilidades de éxito en el reclutamiento de
las plz'mtulaaSegl'm Angevine & Chabot (1979) el proceso de germinacién de semillas, al ser un paso
clave dentro del ciclo reproductivo de una planta, es objeto de seleccién y por lo tanto, los
mecanismos involucrados en determinar dénde y cuéndo germinar las semillas deberian cambiar de
acuerdo a los riesgos ambientales asociados a la sobrevivencia de las plantulas. Esto sugiere que las
especies que son capaces de crecer en una diversidad de ambientes tendrian Ia capacidad de “adaptar
localmente” su germinacién a las condiciones ambientales en que crecen. Existe mucha evidencia
que demuestra que las variaciones en los patrones de germinaci6n dentro de una misma especie se
correlacionan con cambios en el ambiente (van der Vegte 1978, Barclay & Crawford 1984, Probert et
al. 1985, Borghetti et al. 1989, Inoue & Washitani 1989, Meyer et al., 1989, 1990,1997, Meyer &

Monsen 1991, Meyer & Kitchen 1994, Schiitz & Milberg 1997), apoyando la tesis de Angevine &
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Chabot (1979). Sin embargo, también existen evidencias contrarias a esta conclusién (e.gt,
Thompson ef al. 1979, Baskin & Baskin 1993) sugiriendo que las estrategias de germinacion serfan
un rasgo muy conservador.

La germinacién de semillas ha sido un proceso muy estudiado, detectindose una gran
variedad de mecanismos fisioldgicos involucrados en dicho proceso (Bewley & Black 1982,
Bradbeer 1988). En términos ecoldgicos los aspectos importantes en el proceso de germinaci(')n/

serian aquellos involucrados en determinar donde y cuéndo germinar, de modo de asegurar mayores

B

probabilidades de sobrevivencia para las plantulas emergentes.

Existen varias razones por las cuales se esperaria que las semillas germinen tan pronto sean
dispersadas de la planta madre. La germinacién ripida disminuye el tiempo generacional
incrementando la tasa intrinseca de crecimiento poblacional sin un incremento en la fecundidad.
Mientras menos tiempo pasen las semillas en el suelo, menores son las probabilidades de que sean
consumidas por depredadores. Las semillas que germinan antes tienen una considerable ventaja sobre
las semillas que germinan en fo;ina mas tardia, especialmente cuando la densidad de plantulas es alta
y la competencia se torna més fuerte (Angevine & Chabot 1979). Por 1o tanto cuando se pospone la
germinacion de las semillas se corren riesgos al menos en los tres aspectos mencionados, de modo
que el retardo de la germinacion deberia ser una estrategia que compensa estos Tiesgos a través de
asegurar mayores probabilidades de sobrevivencia de las plantulas emergentes.

Cuando la semilla es dispersada y no germina inmediatamente permanece en el suelo
formando un "banco de semillas” (BS) (Fenner 1985). De acuerdo al tiempo de permanencia de las

semillas en el suelo los BS se clasifican en transitorios o persistentes (Thompson & Grime 1979).

Bancos de semillas transitorios (BST) son aquellos en que las semillas germinan el mismo afio en




que son producidas. Es decir, si las semillas son dispersadas entre fines del verano y comienzos de

otofio, estas germinan en forma inmediata o durante la primavera inmediatamente siguiente. Bancos
de semillas persistentes (BSP) en cambio, son aquellos en que una proporcién de las semillas
germina durante el afio de produccion, quedando un remanente de semillas viables que germinan
bajo condiciones naturales al menos un afio después de su produccion. La mantencién de una
fraccién de semillas latentes que no germinan en el afio en que las semillas son producidas,
pudiendo hacerlo en temporadas posteriores, permite a una especie explorar la variabilidad del
ambiente en eje un temporal. Esta "exploracién” temporal de las condiciones ambientales ha sido
llamada dispersién en el tiempo (Venable & Lawlor 1980). -

Los BS, en particular los BSP, juegan un rol importante en la dinimica de regeneracion en
varias comunidades de plantas (Grime 1979, Grime & Hillier 1992, Thompson 1992), ya que actiia
como fuente de propagulos para el reclutamiento especialmente en ambientes fluctuantes. Se ha
propuesto ademas que los BSP, al almacenar semillas producidas en diferentes temporadas, podrian
actuar como una fuente de variabilidad genética (Templeton & Levin 1979, Baker 1989, Levin 1990),
permitiendo la estabilidad a largo plazo en poblaciones de especies con poco flujo de polen y/o baja
dispersion espacial de semillas. Una serie de estudios han demostrado cualitativa y cuantitativamente
diferenciacion genética entre las semillas del banco y las semillas recientemente producidas en varias
especies que forman BSP (McGraw ez al. 1991, Bennington ef al. 1991, Vavrek ef al. 1991, McGraw
1993, Tonsor et al. 1993, Cabin 1996, McCue & Holtsford 1998, Cabin ef al. 1998).

La capacidad de las semillas de explorar temporalmente las condiciones bi6ticas y abidticas a
través de un BSP depende de: i) la existencia de mecanismos de latencia (o dormancia) que impiden

la germinacién inmediata de la semilla y ii) condiciones adecuadas de almacenamiento en el suelo,




de modo que las semillas se mantengan vivas mientras se encuentran en estado de latencia.

1. Latencia

Se define latencia de la semilla como la incapacidad de una semilla viable para germinar bajo ciertas
condiciones ambientales que posteriormente permiten la germinacion de la semilla cuando el estado
restrictivo ha terminado, ya sea por medios naturales o artificiales (Bradbeer 1988). Se definen dos
tipos de latencia en las semillas (Bewley & Black 1982, Bradbeer 1988): Latencia forzada y Latencia
innata.

Latencia forzada es la incapacidad de una semilla para germinar debido a una restriccién
ambiental, determinada generalmente, por la falta de algim factor importante para realizar la
germinacion como puede ser la ausencia de agua y oxigeno. Si las semillas no son expuestas a
condiciones de temperaturas adecuadas, en muchos casos tampoco ocurre germinacion. Otro ejemplo
clasico de latencia forzada ocurre en aquellas semillas que requieren de la presencia de luz para
germinar (Fenner 1985). Si las semillas no son expuestas a la luz, aunque se encuentren bajo
condiciones adecuadas de oxigeno, humedad y temperatura, no habré germinacion. En estos casos, la
ausencia de un factor ambiental estd determinando la presencia de latencia en las semillas.

Latencia innata es la incapacidad de una semilla para germinar debido a factores intrinsecos
de la semilla, tales como la inmadurez del embrién o la presencia de compuestos en el interior del
embri6n que inhiber la germinacién (Bewley & Black 1982). En el caso de la inmadurez del embrién
s6lo se requiere de tiempo para que el embrién madure y la semilla germine. En el caso en que hay
compuestos inhibidores en el embrién, como la presencia de Acido Abscisico (ABA), se ha

establecido que se requiere que las semillas pasen por un periodo de frio (estratificacion) para




germinar. Se supone que durante la estratificacion en frio se produciria la activacién de una serie de
genes y complejos proteicos relacionados con la sintesis de giberelinas que inactivan el ABA
(Bradbeer 1988). Investigaciones recientes sugieren que la activacién de los complejos proteicos
durante la estratificacion estaria mediada por una enzima (NAD kinasa) modulada por
Calcio/Calmodulina. Las bajas temperaturas activarian bombas que aumentarian la concentracion de
Calcio citosolico, lo que produciria la activacion de la enzima NAD-, la que a su vez activaria los
complejos proteicos involucrados en la sintesis de giberelinas (Ross 1996).

La latencia innata también puede estar originada en las envolturas que rodean al embrién
(generalmente la testa de la semilla), reconociéndose a su vez dos tipos; una de origen mecanico o
fisico y otra de origen quimico. En la restriccién mecanica, la testa puede ser impermeable al agua o
al oxigeno, de modo que no permite el paso de estos elementos al embrién. Para terminar este tipo de
latencia es necesario la fracturacion de la testa de modo de permitir el paso de estos elementos al
embridn. Otro tipo de restriccion mecénica ocurre cuando la testa es tan dura que impide el
crecimiento del embridn. En esta caso también se requiere del fracturamiento de la testa para permitir
la germinacion. La restriccion mecénica es comun en semillas de especies de muchas familias (e.g.,
Anacardiaceae, Rhamnaceae, Leguminosae (Baskin & Baskin 1989)) y el fracturamiento de las testas
en forma natural ocurrirfa por el paso de las semillas por el tracto digestivo de animales, la
degradacion de la testa por hongos, abrasién del suelo, criofracturacion, etc.

En la restriccién quimica, existen en la testa de la semilla compuestos que inhiben la
germinacion. Para terminar con este tipo de latencia se requiere que los compuestos inhibidores sean
liberados de la testa ya sea por la fracturacién de ésta o por lavado de estos compuestos con agua.

Este tipo de latencia es comimn en especies que habitan zonas desérticas donde las luvias son




esporadicas (Bewley & Black 1982).

2. Condiciones de almacenamiento en el suelo

La persistencia de las semillas en el suelo de un ambiente determinado depende, entre ofras cosas, de
las condiciones de almacenamiento que ofrece el ambiente (Silvertown 1982). Los principales
factores que afectan la persistencia de las semillas en el suelo son: la depredacion de semillas y el
ataque de patogenos (Simpson ef al. 1989). El almacenamiento de semillas en el suelo, seria
particularmente favorecido en ambientes con bajos niveles de depredacién de semillas y bajos niveles
de ataque de patogenos (McGraw & Vavrek 1989). Las zonas de glima frio son particularmente
favorables para la mantencién de semillas viables en el suelo (McGraw & Vavrek 1989). Por un lado,
producto de la rigurosidad climética del ambiente la abundancia de depredadores de semillas y de
hongos patdgenos es baja. Por otro lado, las bajas temperaturas del ambiente determinan una baja
tasa metabolica en el embrién y otros tejidos internos de las semillas lo que produce una lenta tasa de
consumo de las reservas nutricionales de las semillas (Billings & Mooney 1968), favoreciendo la
mantencion de semillas viables en el suelo por prolongados periodos de tiempo (McGraw & Vavrek

1989, Murdoch & Ellis 1992, Probert 1992).

3. Selecci6n de latencia en semillas y formacién de BSP a lo largo de un gradiente altitudinal
Los gradientes altitudinales se caracterizan por condiciones climaticas que se tornan
progresivamente mas estresantes para el desarrollo de la biota hacia mayores altitudes (Bliss
1971, 1985). Por otro lado estos cambios ambientales ocurren en distancias relativamente cortas.

A comienzos de la década de los 70°s algunos autores postularon que producto de la




rigurosidad climdtica, en ambientes articos y alpinos la reproduccién vegetativa y la produccién de
semillas a través de apomixis serian mas importantes que la reproduccion sexual (Bliss 1971, Billings
1974a, 1974b). Considerando ademas que los individuos que habitan estas zonas presentan una alta
longevidad, Archibold (1984) postulé que la mantencién de grandes cantidades de reserva de
semillas en el suelo no seria necesaria. Sin embargo, numerosos estudios han documentado la
presencia de bancos de semillas en el suelo de muchas zonas de clima frio como las zonas articas y
alpinas (McGraw 1980, Freedman et al. 1982, Fox 1983, Roach 1983, Archibold 1984, McGraw
1987, Miller & Cummins 1987, Morin & Payette 1988, Guariguata & Azocar 1988, McGraw &
Vavrek 1989, Ebersole 1989, Chambers e al. 1990, Spence 1990, ., Thompson 1992, Ingersoll &
Wilson 1993, Chambers 1993, Diemer & Prock 1993, Onipchenko et al. 1998, Arroyo et al. 1999).

Como se mencion6 con anterioridad, las zonas de clima frio son particularmente favorables
para la mantencién de semillas viables en el suelo, favoreciendo la mantencion de semillas viables en
el suelo por prolongados periodos de tiempo (McGraw & Vavrek 1989, Murdoch & Ellis 1992,
Probert 1992). Por otro lado, Barclay & Crawford (1984), han sugerido que producto de la corta
duracién de la estacion favorable, las semillas producidas en ambientes de alta montafia, no logran su
completa madurez antes de ser dispersadas, y por lo tanto, a pesar de que las semillas son viables,
estas no tienen la capacidad de germinar en forma inmediata. De lo anterior se podria sugerir que los
BS documentados en zonas alpinas a partir de muestras de suelo, son simplemente el reflejo de un
acumulo de semillas que no poseen la madurez fisioldgica necesaria para germinar en el afio de
produccion y cuya persistencia en el tiempo se ve potenciada por las condiciones del suelo que
favorecen una longevidad prolongada de las semillas en el suelo.

Una hipétesis alternativa serfa que la latencia representa una rasgo de historia de vida que ha




sido seleccionado a medida que el ambiente es de mayor altitud. Para esto se requiere que la
presencia de latencia en las semillas de un individuo represente una ventaja comparativa frente a las
semillas que no tienen latencia. Tedricamente se espera que las semillas germinen tan pronto como
puedan ya que si permanecen latentes en el suelo corren el riesgo de morir sin antes germinar (Rees
1996). Esto impone un costo a la evolucion de la latencia en semillas y para que sea seleccionada las
ventajas de presentar latencia deben sobrecompensar el riesgo de muerte de la semilla antes de que
germine. A continuaci6n se discuten modelos teéricos que han sido elaborados para estudiar bajo que
condiciones la evolucién de la latencia en semillas es ventajosa, y su aplicacion a gradientes

altitudinales hacia zonas de alta montaria.

3.1 Fluctuaciones interanuales en produccién de semillas y condiciones de germinacién

En una serie de modelos tedricos, generados a partir de los pioneros articulos de Cohen (1966, 1967)
se sugiere que la latencia de semillas y la formacion de BSP serian favorecidas cuando las
condiciones para germinacién y produccion de semillas son fluctuantes entre afios. (Venable &
Lawlor 1980, Brown & Venable 1986, Klinkhamer ef al. 1987, Venable & Brown 1988, Venable
1989, Cohen & Levin 1991, Rees 1994, 1996) Una especie que forma BSP podria maximizar su
adecuacion al eliminar los riesgos de una geminacion fallida en afios en que las condiciones para la

germinacion no aseguran un reclutamiento exitoso (“Bet-hedging strategy” Phillipi 1993a, 1993b).

Un ejemplo clisicode esta estrategia son los BSP que forman especies anuales en los desiertos en
respuesta a la impredictibilidad de las precipitaciones en estos ambientes (Venable & Brown 1988).
Acoplado a la fluctuacion en las condiciones de germinacién, si la produccién de semillas

varia entre afios, los individuos de una especie podrfan maximizar su adecuacién biologica
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manteniendo algunas semillas en un BSP, las cuales podrian germinar en afios en que las condiciones
para la germinaci6n son buenas pero la produccion de semillas ha sido baja o nula (Venable 1989,
Rees 1994).

Considerando el modelo original de Cohen (1966):

W =11 (s(1-G) + Y,G)™
Donde:
W: es la fraccién Optima de germinacion de semillas en un ambiente fluctuante
s: es la tasa de sobrevivencia de las semillas latentes en el BS ...
G: es la proporcion de semillas que germina en un afio i (afio bueno para la germinacion)
P;: es la probabilidad de ocurrencia del afio i

Y;: es el promedio de la produccion de semillas por semilla germinada en un afio tipo i

En este modelo es posible apreciar que, la fraccién optima de germinacién (W) es una funcién
creciente de la probabilidad de afios buenos para la germinacion y produccién de semillas (afio i). Por
lo tanto en una especie qfle se desarrolle simultineamente en ambientes con diferentes probabilidades
de ocurrencia de afios buenos para la germinacion y produccién de semillas, deberfa presentar
diferencias en la fraccion optima de germinacion entre los diferentes ambientes. En otras palabras, en
una especie que se distribuya a lo largo de un gradiente de variabilidad en las condiciones de
germinacion y produccion de semillas, a medida que los factores del ambiente que afectan a la
germinaci6n y produccién de semillas se tomen més variables, una mayor proporcién de las semillas

producidas presentarian latencia pudiendo formar un BSP (Philippi 1993a, 1993b).
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A la fecha no existen estudios que aborden especificamente el problema de cuan fluctuantes
se tornan los ambientes ha medida que se asciende en altitud. Dentro de los cambios ambientales que
ocurren con la altitud, uno de los més importantes es la duracion de la estacion de crecimiento (Galen
& Stanton 1995). En ambientes de altitudes bajas la duracién de la estacién de crecimiento
corresponde a la duracion de las estaciones de primavera y verano, sin embargo, en ambientes alpinos
estd determinada por la duracién del perfodo libre de nieve (Galen & Stanton 1993). Se ha
documentado que variaciones interanuales relativamente modestas en la fecha en que se derrite la
nieve produce grandes fluctuaciones en ]:1 duracion del periodo favorable para el crecimiento
(Walker et al. 1994). Esta variacion, no solo afecta la productividad total del ecosistema (Scott &
Billings 1964) o la distribucion de algunas especies (Bell & Bliss 1979), sino que ademas puede tener
efectos en una serie de pardmetros reproductivos en las plantas. Galen & Stanton (1993) demuestran
que en Colorado, variaciones de 12 dias en el tiempo en que se derrite la nieve conllevan a
variaciones del orden del 30% en el periodo disponible para el crecimiento y maduracién de semillas
de Ranunculus odoneus. Las fluctuaciones documentadas por Galen & Stanton (1993) estarian dentro
del rango de variacion entre afios en la longitud de la estacién de crecimiento observada en otros
hébitats 4rticos y alpinos (Billings & Bliss 1959, Foster 1989, Galen & Stanton 1991). Galen &
Stanton (1991) y Stanton & Galen (1997) demuestran que en Ramumculus odoneus la duracion del
periodo de crecimiento es findamental en la emergencia y sobrevivencia de plantulas. En afios donde
la duracion del periodo libre de nieve es més corta, producto de un derretimiento tardio de la cubierta
de nieve, la emergencia de plantulas y la sobrevivencia de las mismas es muy baja, llegando a ser
incluso nula en algunos afios. Kudo (1991) estudiando durante 3 afios la fenologia de floracién y

produccion de semillas entre los 1.790 a 1.910 m.s.n.m. en la zona norte de Japén (45°N), encontr6




que fluctuaciones de hasta un mes en la duracién de la cubierta de nieve entre un afio y otro provocan
variaciones en la reproduccién de muchas especies. A modo de ejemplo, algunas especies no
florecieron en aquellos afios donde la duracion del periodo libre de nieve era més corta (e.g.,
Vaccinium vitis-idaea, V. ovalifolium, Rhododendron aureum, Phyllodoce caerulea, Ph. dleutica,
Harrimanella stelleriana 'y Deschampsia flexuosa), mientras que otras especies no producian
semillas maduras en afios donde la cubierta de nieve era més prolongada (e.g., Sieversia pentapetala,
Peucedanum multivittatum, Veronica stelleri, Solidago virga-aurea, Gentiana nipponica, Carex
Sflavocuspis y Juncus beringensis). Marchand & Roach (1980) en dos afios de muestreo detectaron
una variacién interanual en la produccién de semillas desde 0 a_416 semillas/m® en Arenaria
borealis, A. Groenlandica, Diapensa lapponica y Juncus trifidus en la zona alpina de las White
Mountains. Chambers (1989) en un estudio de 4 afios de duracion documenta variaciones
interanuales significativas (63-72%) en el porcentaje de semillas maduras en dos especies de
gramineas de las Rocky Mountains, sugiriendo que dichas variaciones en la produccién de semillas
se deberian a fluctuaciones interanuales en las condiciones ambientales, en particular a las
temperaturas del suelo y el aire y a la fecha del derretimiento de la nieve.

La duracién de la cubierta de nieve depende de la cantidad de nieve caida durante el invierno
y de las temperaturas de la época invernal. Walker er al. (1994) analizando datos climéticos
registrados durante 9 afios (1982-1990) a 3.650 m en Niwot Ridge, Colorado, destaca que la
precipitacion invernal puede variar hasta 1.5 veces entre afios consecutivos (desde 764 mm en 1985
hasta 1120 mm en 1984), mientras que un estimador de la temperatura (total annual thawing-degree
days) puede variar hasta 1.6 veces. De su analisis Walker ef al. (1994) concluyen que la duracién de

la estaci6n de crecimiento en las zonas alpinas es altamente fluctuante entre afios, no asi en zonas no -




alpinas de menor altitud donde la duracién de la estacién de crecimiento no est4 restringida por la
presencia de nieve. Wagner & Reichegger (1997) documentan que en los Alpes Austriacos, a 2.247
m las fluctuaciones interanuales en la duracién de la estacién de crecimiento son mayores que a 527
m. Miller & Cummins (1987) en un detallado estudio de 12 afios en Calluna vulgaris, un arbusto
polinizado bidticamente, en las zonas montafiosas de Inglaterra, encuentran que en poblaciones a
mayor altitud hay una mayor variacién interanual (de hasta un 100%) en la produccion de semillas lo
que estaria relacionado a la mayor fluctuacion interanual en la duracion de la estacién de crecimiento
hacia mayores altitudes. En consecuencia, a lo largo de un gradiente altitudinal existiria un gradiente
de mayores fluctuaciones interanuales en la duracién de la estacion de crecimiento hacia mayores
altitudes, lo cual produce ambientes altamente fluctuante tanto para las condiciones de germinacién

como para la produccion de semillas.

3.2 Perturbaciones temporal y espacialmente impredecibles

Se ha propuesto que la latencia podria ser seleccionada en habitats donde las perturbaciones
favorecen el proceso de reclutamiento (Grime 1979). Este modelo supone que las perturbaciones: i)
crean nuevas condiciones que favorecen un reclutamiento exitoso de nuevos individuos en la
poblag%én, y ii) son temporal y espacialmente impredecibles. Si una semilla es capaz de esperar
viable ‘en el suelo a que se generen condiciones adecuadas para el desarrollo post—germin%ci()n,
entonces tendra mayores posibilidades de reclutar en comparacion a una semilla que genni;a en
forma inmediata en un sitio desfavorable (Rees 1996). Este modelo es sustentado por semillas de

especies arboreas tropicales que requieren de luz para germinar (Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia

1996), y por 1o tanto sélo germinan cuando hay formacién de un claro al interior del bosque. Como la
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formacién de un claro es un proceso temporal y espacialmente impredecible (Grime 1979), la
presencia de una latencia (a través de requerimientos de luz) en especies sombra intolerantes permite
a los nuevos individuos “esperar” la formacion de un sitio adecuado para el establecimiento.

En ambientes articos y alpinos, las perturbaciones naturales son muy variadas tanto en
magnitud como en frecuencia (McGraw & Vavrek 1989). El proceso de congelamiento/derretimiento
del agua en el suelo es el principal factor generador de perturbaciones en este tipo de ecosistemas
(Fox 1981). Estas van desde las perturbaciones muy locales y de baja intensidad como la formacién
de aciculas de hielo, hasta perturbaciones de gran escala y devastadoras como las avalanchas de nieve
o barro. .

En una escala anual, en las zonas alpinas el suelo sufre un periodo de congelamiento cuando
estd cubierto por la nieve durante el inviemo, para luego descongelarse cuando comienza la
primavera. Este proceso es recurrente todos los afios permitiendo la presencia de agua en el suelo,
que es fundamental para los procesos de criopedogénesis. Dentro del periodo libre de nieve, el agua
contenida en el suelo puede congelarse durante la noche para lnego derretirse durante el dia. El
proceso de congelamiento/descongelamiento dia tras dia produce la fracturacién del suelo y la
exposicion de capas més profundas del mismo, fenémeno conocido como crioturbacién (Johnson &
Billings 1962). Se ha demostrado que la frecuencia de crioturbacién esta asociada a la estabilidad del
sustrato y a la formacién de diferentes tipos de suelos. Por ejemplo, cuando las crioturbaciones son
muy frecuentes el material criopedogénico producido es arena y en consecuencia el sustrato se torna
altamente inestable. En contraste cuando, cuando las crioturbaciones son menos frecuentes, el
material producido es arcilla produciendo substratos mas estables. Una serie de estudios han”

documentado cambios en el tipo de vegetacion de zonas alpinas en relacion a la frecuencia de
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crioturbaciones (Johnson & Billings 1962, Bryan & Scheinberg 1970, Belski & Del Moral 1982,
Komarkovéa 1993). El proceso de crioturbacién depende de la existencia de un ciclo dia/noche de
temperaturas congelantes/descongelantes, lo cual es mas frecuente a medida que se aumenta la
altitud. En consecuencia, a lo largo de un gradiente altitudinal hay un gradiente de perturbaciones
asociadas a la crioturbacion que aumenta con la altitud.

Tanto en zonas 4rticas como alpinas, se ha demostrado que los sitios pe{turbados constituyer;
mejores ambientes para el establecimiento y crecimiento de pléntulas que los sitios no perturbados
(Chapin & Chapin 1980, McGraw & Shaver 1982, McGraw & Vavrek 1989, Chamber et al. 1990).
Las perturbaciones (como la crioturbacion) remueven el suelo y parte de la vegetacion produciendo
cambios en la estructura del suelo que resultan en condiciones relativamente mas fértiles que
favorecen el reclutamiento (Chapin & Bloom 1976, Matson & Vitousek 1981, McGraw & Vavrek

1989, Chambers et al. 1990). Una semilla que es capaz de esperar viable en el sueléf;;a

que Se generen
crioturbaciones que mejoran la calidad del sitio tiene mayores posibilidades de un reclutamiento
exitoso que una semilla que germina en forma inmediata en un sitio desfavorable. Bajo estas
condiciones, la latencia en las semillas podria ser un rasgo de historia de vida que podria ser
seleccionado en ambientes de mayores altitudes.

Considerando entonces que en un gradiente altitudinal hacia zonas de alta montafia las
fluctuaciones en las condiciones climéticas que afectarfan tanto las condiciones para la germinacion
de semillas y produccién de semillas y la impredictibilidad de las perturbaciones naturales aumentan

con la altitud (Fig. 1), es posible sugerir que la latencia de semillas seria una estrategia de historia de

vida seleccionada en ambientes de mayor altitud.




+
-+

Fluctuacién del ambiente
]
+ 3
Importancia de las perturbaciones

Altitud

Figura 1. Modelo giéﬁco de las tendencias altitudinales esperadas en la fluctuacion del
ambiente y la importancia de las perturbaciones en la germinacién de semillas y reclutamiento
de plantulas.
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4. Planteamiento del problema
Phacelia secunda JF. Gmel. (Hydrophyllaceae) es una hierba perenne que habita en todo el
continente americano, desde el sur de los Estados Unidos hasta el extremo sur de Sudamérica
(Deginani 1982). En Chile esta hierba presenta una extraordinaria amplitud tanto en su di:s,tribuci(')n
latitudinal como altitudinal, habitando desde Parinacota (18°S) hasta Tierra del Fuego (54°S), y desde
el nivel del mar hasta cerca del limite altitudinal de la vegetacién andina (3.500 m). En Chile, una
distribucién tan amplia como esta s6lo es conocida para Deschampsia antarctica Desv. (Graminae) y
Colobanthus quitensis (H.B.K.) Bartl. (Caryophyllaceae) que se encuentran a lo largo de toda la
cordillera de los Andes hasta la Antartica. A diferencia de los otras egpecies con amplia distribucion
en Chile, P. secunda se desarrolla exitosamente en climas muy diferentes como son el clima costero,
el clima tipo mediterraneo del valle central y el clima alto-andino. En Argentina, P. secunda también
presenta una amplia distribucién tanto altitudinal como latitudinal, habitando desde Jujuy hasta
Tierra del Fuego y desde el mar a la cordillera de los Andes (Deginani 1982). Considerando esta
amplia distribucién surge la interrogante si el éxito de esta especie en climas tan diversos es producto
de una amplia plasticidad fenotipica o producto de la formacién de poblaciones genéticamente
diferenciadas y altamente adaptadas a las condiciones locales de cada ambiente en que se desarrolla.

En esta tesis me centraré en aspectos relacionados con el proceso de germinacion de semillas
de P. secunda, y su variacion a lo largo de un gradiente altitudinal.

Para la formacién de poblaciones localmente diferenciadas genéticamente, se requiere un
bajo intercambio genético entre poblaciones (Roff 1994), con el supuesto de que las combinaciones
genéticas de cada poblacion representan finas adaptaciones al medio (Stanton & Galen 1997). En

Phacelia secunda, existen antecedentes que permiten suponer un bajo grado de intercambio génico
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entre las poblaciones a lo largo de un gradiente de altitud. Arroyo et al. (1981) en un estudio
comunitario de los patrones de fenologia de floracién de especies andinas documentan que
poblaciones de Phacelia secunda que crecen a 2.300 m s.n.m. comienzan a florecer desde mediado;
de diciembre hasta mediado de enero, con un maximo de floracién hacia fines de diciembre.
Poblaciones ubicadas a 3.200 m comienzan a florecer a mediados dé enero hasta mediados de marzo,
con un maximo de floracién hacia fines de enero. A 3.550 m de altitud, la ﬂorac@c')n se extiende desde
comienzos de enero hasta finales de abril, con un maximo a comienzos de marzo. De acuerdo a
observaciones de terreno, el méaximo de floracién a 1.600 m corresponde al mes de diciembre. En
consecuencia, existe un fuerte desfase en la fenologia de floracién de esta especie a lo largo del
gradiente de altitudinal, de modo que la época en que podria ocurrir intercambio de genes via polen
no coincide entre las poblaciones ubicadas en los extremos del gradiente. Por otra parte, Phacelia
secunda es una especie polinizada por insectos (Arroyo et al. 1982). Estos mismos autores
documentan cambios en los ensambles de insectos que visitan las flores de P. secunda con la altitud.
Entre los 2.200-2.600 m s.n.m. Phacelia secunda es visitadas por 19 especies de hymenoépteros y 4
especies de dipteros, mientras que entre 3.200-3.500 m es visitado por sdlo 5 especies de
hymendpteros y 1 diptero, de las cuales s6lo 3 (2 hymendpteros y el diptero) son comunes con las
altitudes menores. Aunque se desconoce el ensamble de polinizadores para 1.600 m, se ha
documentado que en otras especies el ensamble de polinizadores en el matorral montano es
completamente diferente al de la zona andina (Cavieres ef al. 1998b). Por ltimo, las semillas de
Phacelia secunda no presentan adaptaciones mo&olégicas que permitan suponer una dispersién de

semillas a gran distancia, de hecho, la presencia de semillas en el suelo estd asociada a la presencia

de individuos adultos (Cavieres, datos no publicados). En consecuencia, considerando los desfases




fenoldgicos, las diferencias en los ensambles de polinizadores y la baja dispersabilidad de las
semillas, parece probable la formacién de poblaciones con un alto grado de diferenciacién
genetica a lo largo de un gradiente altitudinal. Si la latencia en las semillas, y la consecuente
formacién de BSP, es seleccionada hacia mayores altitudes, entonces deberia existir una tendencia a
aumentar el grado de latencia en las semillas y formar BS més persistentes a medida que las semillas
provienen de mayores altitudes, .

Una de las aproximaciones experimentales que se ha utilizado para determinar el potencial
que tiene una especie de formar un BSP en un ambiente determinado es enterrar sus semillas y
recuperarlas después de un afio (Zhang & Maun 1994). Si después de un afio una fraccién importante
de las semillas que originalmente se enterraron permanecen viables, se puede inferir que tal especie,
en ese ambiente, tiene el potencial para formar BSP. Este método ha sido utilizado en estudios de BS
para una o mas especies en diversos tipos de hébitats (Pavone & Reader 1982, Lonsdale et al. 1988,
Guariguata & Azocar 1988, Zhang & Maun 1994).

Sin embargo, si se quiere demostrar que la capacidad de formar BSP cambia con la altitud, es
necesario a su vez determinar si esta adaptacién local representa una plasticidad fenotipica de la
especie en relacion a la capacidad de formar distintos tipos de BS o son resultado de diferenciaciones
poblacionales con base genética. Para abordar este problema existen dos acercamientos; uno es
enterrar en forma cruzada las semillas en sus ambientes naturales (Chapin & Chapin 1981, Chapin &
Oechel 1983, McGraw & Antonovic 1983) (Fig. 2). En este tipo de experimentos, en cada altitud
donde se realiza un entierro se deben colocar, al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones,
semillas colectadas en esa altitud y semillas colectadas en otras altitudes. Si las semillas de una

determinada altitud se comportan de un modo similar, independientemente de la altitud en que son
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PR EDENCIA BAJA MAYOR
SEMILLAS ALTITUD ALTITUD
ENTIERRO DE BAJA MAYOR
LAS SEMILLAS ALTITUD ALTITUD

Figura 2. Esquema simplificado de un experimento de entierro reciproco (o cruzado). Las
flechas indican el lugar donde son enterradas las semillas colectadas a una determinad

a altitud.




enterradas, entonces es posible inferir que la adaptacion local tiene bases genéticas. Por otro lado, si
la respuesta de germinacién no depende de la altitud de origen de las semillas sino de la altitud dé
entierro, entonces es posible inferir que la adaptacién es producto de una plasticidad fenotipica en la
respuesta de germinacion.

En forma complementaria, se pueden realizar experimentbs de germinacién de semillas de
distintos origenes en ambientes comunes en laboratorio (Ledig & Korbobo 1983). Si la adaptacion
local es producto de una plasticidad fenotipica la respuesta de germinacién en un ambiente comiin
sera igual en todas las semillas en forma independiente de su origen. Por el contrario, si hay

diferenciacion las respuestas de germinacion dependeran del origen de las semillas.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este estudio es determinar si el grado de latencia de semillas y la capacidad
de formar BSP en una hierba de amplia distribucién en Chile central cambia a lo largo de un
gradiente altitudinal y determinar si esta respuesta seria resultado de una plasticidad fenotipica o bien

producto de una diferenciacion con base genética entre poblaciones,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de BS naturales en Phacelia secunda a lo largo de un gradiente de
altitud.

2. Cuantificar 2 lo largo de un gradiente altitudinal la proporcién de semillas que germinan en
terreno y determinar el grado de persistencia en el suelo en aquellas semillas que no germinan.

3. Caracterizar el tipo de latencia en semillas de Phacelia secunda colectadas a diferentes altitudes a
lo largo de un gradiente de altitud.

4. Determinar si las adaptaciones en la capacidad de formar BS de Phacelia secunda a lo largo de
un gradiente de altitud corresponden a plasticidad fenotipica o diferenciacién poblacional con
base genética.

5. Explorar factores que determinen la latencia en semillas de Phacelia secunda colectadas a

diferentes altitudes.




HIPOTESIS

1. En una especie, con amplia distribucion altitudinal como Phacelia secunda, 1a latencia en las
semillas seria un atributo de historia de vida seleccionado hacia mayores altitudes. Se

esperaria entonces que la probabilidad de formar BSP incremente con la altitud.

2. Considerando las bajas probabilidades de intercambio genético entre poblaciones de
Phacelia secunda ubicadas a diferentes altitudes, existiria un alto grado de diferenciacién
genética entre poblaciones a lo largo de un gradiente altitudinal. Esto deberia expresarse

como respuestas de germinacién y de latencia independientes del sitio en que son enterradas las

semillas y de las condiciones en que son germinadas en laboratorio.




MATERIALES Y METODOS
1. Especie de estudio
Se utilizd Phacelia secunda J.F. Gmel (Hydrophyllaceae) una hierba perenne que en Chile presenta
una amplia distribucion latitudinal y altitudinal. Habita desde Parinacota (18°S) hasta Tierra del
Fuego (54°S), y desde el nivel del mar hasta cerca del limite altitudinal de la vegetacién andina
(3.500 m). Esta amplitud altitudinal en su distribucion la hacen un excelente objeto de estudio en la
comprobacion de las hipétesis planteadas.

El género Phacelia comprende aproximadamente 100 especies, que habitan desde el oeste de
Norteameérica (donde se encuentra la mayoria de las especies) hasta el sur de Argentina y Chile
(Deginani 1982). Phacelia secunda J.F. Gmel. es una hierba perenne, arrosetada o con tallos
erguidos, con rizoma vertical, tallos con pilosidad argénteo-sericea. Puede producir entre 1-4 semillas

por flor. Las semillas son cimbiformes, de 2-3 mm de longitud por 1 mm de ancho; tienen un

extremo marcadamente agudo, faveoladas en ambas caras y son de color castafio oscuro. Los frutos y
semillas de esta especie no presentan adaptaciones morfolégicas para dispersion a larga distancia.

Segin Arroyo & Squeo (1990) esta es una especie parcialmente autocompatible.

2. Area de estudio

Las colecciones de semillas, asi como los experimentos de terreno se realizaron en laderas de
exposicion W a S, entre los sectores del Santuario de la Naturaleza Yerba Loca y el Cerro Negro del
centro invernal de Ski Valle Nevado, en los Andes de Chile central (33°S) (Fig. 3). En esta zona se
encontraron poblaciones de Phacelia secunda desde los 1.600 a los 3.400 m s.n.m., abarcando una

diferencia de 1.800 m de altitud entre ambos extremos del gradiente. ~ *
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Se establecieron 4 niveles altitudes donde se realizaron tanto la colecta de semillas como los

entierros de las mismas:

1.600 m: En el Santuario de la Naturaleza Yerba Loca, localizado en el valle del estero de la Yerba
Loca a 50 km al este de Santiago. Vegetacionalmente corresponde al bosque escleréfilo montano de
Chile central, que se caracteriza por la dominancia del arbol Kageneckia angustifolia y el arbusto
Guindilia trinervis (Leon 1994, Pefialoza 1996), con una fisionomia de matorral abierto (Fig. 4),y
una rica flora herbicea tanto anual como perenne (Arroyo & Uslar 1993). Kageneckia angustifolia
marca el limite arbéreo para esta zona alrededor de los 2.000-2.200 m de altitud. En esta altitud
Phacelia secunda se encuentra preferentemente en los espacios abiertos entre los 4rboles de X
angustifolia, y en los cursos efimeros de agua. La densidad de P. secunda (estimada a partir del
conteo de individuos adultos en 25 parcelas de 1 m” distribuidas al azar dentro de este nivel) es de
0,84 individuos/m® (Fig. 8). Las rosetas individuales en promedio tienen ca. 10 ¢cm de didmetro,
conteniendo en promedio 2 inflorescencias por individuo (Fig, 5), las que tienen una altura promedio

de 24,3 cm por sobre el nivel del suelo (Fig. 9).

2.200 m: Localizado en una ladera de exposicion W en la ruta al complejo de Ski Valle Nevado. La
vegetacion corresponde a un matorral sub-andino dominado por arbustos achaparrados. El matorral
sub-andino se encuentra entre los 2.100 a 2.500 m s.n.m., inmediatamente sobre el limite arboreo de
Kageneckia angustifolia, y se caracteriza por la dominancia de arbustos achaparrados como Acaena
alpina, Chuquiraga opppositifolia y Anarthrophyllum cumingii (Fig. 6) acompafiados de varias

especies de gedfitas y algunas hierbas anuales (Arroyo ef al. 1981, Cavieres e/ al. datos no
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Figura 6. Fisionomia del piso sub-andino de la vegetacion andina de Chile central a 2.200 m
s.n.m., dominado por arbustos achaparrados como Acaena alpina.

Figura 7. Phacelia secunda creciendo en los espacios abiertos del matorral sub-andino a 2.200 m
s.n.m.
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Figura 8: Variacién altitudinal de la densidad promedio de Phacelia secunda (x2EE)
en los Andes de Chile central (33°S). Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05) de acuerdo a una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba
de Mann-Whitney como test a posteriori.
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. Figura 9. Variaci6n altitudinal de la morfologia de Phacelia secunda en los Andes de Chile
central (33°S). a) Didmetro promedio (+ 2 EE.) de rosetas individuales de P. secunda..
b) Numero promedio de inflorescencias por individuos (+ 2 E.E.) en rosetas de P.
secunda. ¢) Altura promedio por sobre el nivel del suelo(x 2 E.E.) en inflorescencias de
rosetas individuales de P. secunda.
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publicados). En este sitio Phacelia secunda se encuentra preferentemente en los espacios abiertos .
entre arbustos. La densidad de P. secunda es de 0,56 individuos/m® (Fig. 8). Las rosetas individuales
tienen en promedio de 11,6 cm de didmetro, conteniendo en promedio 3 inflorescencias por

individuo (Fig. 7), las que tienen una altura promedio de 17,8 cm por sobre el nivel del suelo (Fig. 9).

2.900 m: Ubicado en una ladera de exposicién SW, muy cerca del centro de Ski Valle Nevado. La
vegetacién corresponde al piso andino inferior, que se encuentra entre los 2.600 a 3.200 m s.n.m.
(Cavieres et al. datos no publicados) y se caracteriza por la dominancia de especies en cojin como
Laretia acaulis y Anarthrophyllum gayanum (Fig. 10). En este sitio Phacelia secunda se encuentra en
espacios abiertos, formando manchones con una alta densidad de individuos, siendo la especie
herb4cea mas abundante. La densidad de P. secunda es de 1,84 individuos/m® (Fig. 8). Las rosetas
individuales tienen en promedio 25,8 cm de didmetro, conteniendo un promedio de 12
inflorescencias por individuo, las que tienen una altura promedio de 8,5 cm por sobre el nivel del

suelo (Fig. 9, Fig. 11). '

3.400 m: Localizado en una ladera de exposicion S en las faldas del Cerro Negro (Fig. 3)
aproximadamente a 3 km al norte del centro de Ski Valle Nevado. Este sitio corresponde al piso
andino superior (o subnival) de vegetacion, caracterizado por la baja cobertura vegetal (Fig. 12), y
que esta dominado por especies herbaceas de bajo tamafio como Nassauvia pyramidalis y Pozoa
coriacea, y la presencia de otras especies en cojin como Azorella monantha (Cavieres et al. datos no

publicados). En este sitio Phacelia secunda se encuentra formando manchones casi monoespecificos.

La densidad de P. secunda en este sitio es de 0.92 individuos/m> (Fig. 8). Las rosetas individuales




hile central, a 2.900 m

ina de C

16n and

de la vegetac
in como Laretia acaulis.

10T

nfe

do por plantas en coj

mno 1

iso and

ionomia del p

Figura 10. Fis

domina

b

S.n.m.

nferior a 2.900 m s.n.m.

ino 1

Figura 11. Phacelia secunda creciendo en el piso and




Figura 12. Fisionomia del piso andino superior o subnival de la vegetacion andina de Chile central,
a 3.400 m s.n.m., dominado por plantas en cojin como Azorella monantha y hierbas
perennes como Nassauvia spp.

‘ Figura 13. Phacelia secunda creciendo en el piso andino superior a 3.400 m s.n.m.




tienen en promedio de ca. 25 cm de didmetro, conteniendo de 2-3 inflorescencias por individuo, las

que tienen una altura promedio de 25 cm por sobre el nivel del suelo (Fig. 9, Fig, 13).

3. Clima general del drea de estudio

En general, el clima de Chile central es del tipo mediterrdneo (di Castri & Hajek 1976) con una
marcada estacionalidad tanto en las temperaturas como en las precipitaciones. SF caracteriza ademas
por una alta variabilidad interanual en las precipitaciones (Aceituno 1990) y una moderada oscilacion
térmica entre el periodo invernal y la época estival.

Dentro de la zona de clima tipo mediterrdneo mas tipico haciaﬂlas altas cumbres de los Andes
se desarrolla un clima de alta montafia. Basados en datos disponibles para la Regién Metropolitana,
se ha clasificado el clima de alta montafia de esta zona como clima templado mediterraneo
microtermal subhiimedo (Santibafiez y Uribe 1990). Di Castri & Hajek (1976) plantean que en la
zona cordillerana de Chile central, a pesar de la predominancia de las influencias del clima tipo
mediterraneo, existirian fuertes influencias continentales, las que se acentuarian a medida que se
asciende en altitud.

A 1.600 m s.n.m, en el Santuario de la Naturaleza Yerba Loca, la temperatura media anual es
de 12,7°C, presentando una marcada estacionalidad térmica (Pefialoza 1996). Las temperaturas
medias mensuales varian entre una maxima promedio de 19,5°C (febrero) y una media minima de
6,2°C (julio). En relacion a las temperaturas absolutas, la maxima se eleva hasta 30°C, mientras que
la minima puede ser tan baja como —6.0°C (op. cit.) A 2.600 m s.n.m., en el valle del rio Molina, la
temperatura media anual es alrededor de 6,5°C, con temperaturas medias mensuales que varian entre

una maxima promedio de 10,0°C y una media minima de —1.0°C (Cavieres & Arroyo 1999). A 3.150
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estudio con excepcién del sitio 2 (2.200 m s.n.m.), mientras que en el verano de 1996, se colectaron
semillas en todos los sitios de colecta. En ambos afios, las semillas recolectadas fueron limpiadas y
almacenadas en el laboratorio en bolsas de papel en un lugar fresco y seco hasta el inicio de los

experimentos.

6. Viabilidad de semillas .

Antes de iniciar los experimentos de entierro de semillas en el campo y los experimentos de
germinacion en laboratorio, para cada uno de los niveles altitudinales de colecta se determiné la
viabilidad de 4 réplicas de 50 semillas cada una, mediante el test,de Tetrazolium (Moore 1973,
Hendry & Grime 1993). Las semillas eran colocadas en papel filtro humedecido por 24 h, y
posteriormente, con la ayuda de un bisturi se realizé un corte longitudinal a lo largo del eje de la
semilla partiéndola en dos. Las mitades fueron incubadas en una solucién de Cloruro de Tetrazolium
al 0.5 % por 24 h a 25°C en oscuridad. Aquellas semillas en que el embridn se tifi6 completamente

de rojo fueron consideradas semillas viables. Este mismo procedimiento se siguié para las semillas

que no germinaron al final del periodo experimental.

7. Experimentos reciprocos de entierro de semillas

Tanto en 1995 como en 1996, en cada nivel altitudinal se escogieron en forma aleatoria 6 sitios de
entierro. En cada uno de estos sitios se enterré una jaula metlicas a 5 cm de profundidad, en cuyo
interior se depositaron sobres de malla mosquitera conteniendo cada uno 50 semillas de una
procedencia en particular.

En 1995 en cada jaula se colocaron 3 sobres; uno de los sobres contenia semillas colectadas a
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1.600-m, otro contenia semillas de 2.900 m y-el restante contenia semillas colectadas a 3.400 m. Los
sobres con semillas fueron enterrados en las siguientes fechas: 1.600 m 1: 5 de abril de 1995; 2.200
m: 10 de abril de 1995; 2.900 m: 12 de abril de 1995 y 3.400 m: 22 de abril de 1995. El desentierro,
después de 1 afio, se realiz6 en las siguientes fechas: 1.600 m: 5 de mayo de 1996; 2.200 m, 2.900 m
y 3.400 m: 1 de mayo de 1996.

En 1996 se realiz6 el mismo sistema experimental pero ahora incluyendo semillas colectadas
a2.200 m (Fig. 14). Los sobres con semillas fueron enterrados en las siguientes fechas: 1.6000 m 1: 5
de mayo de 1996; 2.200, 2.900 y 3.400 m: 1 de mayo de 1996. El desentierro, después de 1 afio, se
realiz6 en la signientes fechas: 1.600 y 2.200 m: 10 de mayo de 1997; 2.900 y 3.400: 5 de mayo de
1997.

En ambos experimentos (semillas enterradas en 1995 y enterradas en 1996) las jaulas
recuperadas conteniendo en su interior los sobres con semillas eran transportados al laboratorio. Para
cada sobre recuperado se determing la proporcion de semillas que germinaron durante el periodo de
entierro. La fraccién de semillas restantes que quedaron sin germinar se sometié a la prueba del

Tetrazolium con el propésito de determinar su viabilidad.

7.1 Andlisis de los datos

Se analizd el porcentaje de semillas germinadas y el porcentaje de viabilidad de las semillas que
quedaron sin germinar, con un Analisis de Varianza de dos vias utilizando la procedencia de la__
semilla y el sitio de entierro como factores, previa normalizacién de los datos con una transformacion
angular (Steel & Torrie 1981). Este analisis se realizé para cada afio por separado, para luego realizar

una comparacion entre afios.
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Figura 14. Esquema del procedimiento experimental utilizado en los entierros reciprocos de

semillas de Phacelia secunda colectadas a diferentes elevaciones en un gradiente
altitudinal en los Andes mediterraneos de Chile central.
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8. Germinacién en laboratorio

En el laboratorio se simularon algunas de las condiciones ambientales que ocurren en terreno en
ambos extremos del gradiente (1.600 y 3.400 m), y se estudio la germinacién de semillas de Phacelia
secunda colectadas a diferentes altitudes con el objetivo de determinar si las respuestas de
germinacion al ser expuestas a un ambiente comiin son diferentes para los distintos tipos de semillas
estudiados. En particular se estudi6 la respuesta de germinacién a dos regimenes de temperatura y
después que las semillas han pasado por diferentes periodos de estratificacion en frio que simulan la

diferencia en la duracion de la cubierta de nieve.

8.1 Estratificacion
Una de las principales diferencias entre ambos extremos del gradiente es la duracién de 1a cubierta de
nieve. A 1.600 m la nieve perdura en promedio 2 meses, mientras que a 3.400 m la nieve perdura 5
meses. Con el fin de evaluar la capacidad de germinacién después de tiempos variables de
estratificacion en frio, en mayo de 1996 alrededor de 1.600 semillas de cada nivel altitudinal fueron
puestas a 4°C en condiciones de humedad (Hendry & Grime 1993). Las semillas se mantuvieron bajo
estas condiciones 2 y 6 meses. Cumplidos los periodos de 2 y 6 meses, 800 semillas por nivel
altitudinal fueron retiradas del refrigerador y preparadas para realizar los ensayos de ‘
germinacion.

Como control del periodo de estratificacion, alrededor de 1.600 semillas provenientes de cada
nive] altitudinal fueron puestas en sobres de papel kraft, y almacenadas por los mismos periodos de

tiempo (2 y 6 meses) en un lugar seco y fresco, a temperatura ambiente en el laboratorio.
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8.2 Termoperiodo

Dos regimenes térmicos se utilizaron en los experimentos de laboratorio, intentando representar
las condiciones térmicas promedio que ocurren en el campo en ambos extremos del gradiente
durante el periodo en que teéricamente germinan las semillas de Phacelia secunda. Se utilizaron
dos cdmaras de crecimiento con termoperiodo y fotoperiodo controlado (12:12 dia/noche). La
fuente de luz en ambas cdmaras fue luz blanca-fria, con un promedio de densidad de flujo de
fotones de 25 pmol-m™s™. Una de las camaras se programo6 con 20°C dia y 10°C noche mientras

la segunda camara se programé con 10°C dia y 5°C noche.

8.3 Ensayos de germinacién

Una vez finalizado el periodo con o sin estratificacion, las semillas fueron colocadas en placas
petri, entre dos trozos de toalla nova humedecida. En cada tratamiento (con o sin estratificacion),
para cada nivel altitudinal se prepararon 16 placas petri, cada una conteniendo 50 semillas. De
estas 16 placas petri, un sub-conjunto de 8 fueron envueltas en papel de aluminio con el
propdsito de prevenir la penetracion de luz y estudiar de este modo la germinacién bajo

condiciones de obscuridad. Tanto en semillas estratificadas, como no estratificadas, un conjunto

de 8 placas de cada nivel altitudinal fueron colocadas en cada una de las cAmaras de crecimiento.

De estas 8 placas, 4 estaban envueltas en papel aluminio. En la Figura 15 se presenta un esquema

de la metodologia empleada.

En cada experimento, cada dos a tres dias y por una periodo total de dos meses, se registro el

nimero de semillas germinadas. El criterio para considerar una semilla germinada fue Ia emergencia
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Figura 15. Diagrama de flujo que representa la metodologia empleada en los
exgétimentos de germinacién en laboratorio.
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visible de la radicula (Kloet & Hill 1994). En el caso de las placas envueltas en papel de aluminio
para evitar la entrada de luz, éstas se revisaron al término del experimento después de 60 dias. En
aquellas semillas que no germinaron durante el perfodo de observacién se realizé un test de
Tetrazolium para detectar su viabilidad (Moore 1973).

Los experimentos de germinacion en laboratorio tienen un disefio factorial donde los factores
estudiados en diferentes combinaciones fueron la procedencia de la semilla (4 niyeles), el tratamiento
de estratificacion (2 niveles), la duracién del tratamiento (3 niveles), el termoperiodo (2 niveles) y la

presencia de luz (2 niveles). Cada factor consta con 4 réplicas conteniendo 50 semillas cada una.

8.4 Analisis de los dtatos

A través de Anilisis de Varianza (ANDEVAs) Multifactoriales (Potvin 1994), se estudiaron los
efectos de la estratificacion (es decir, la presencia o ausencia del factor), del tiempo transcurrido
con y sin estratiﬁcaéi(’)n, régimen térmico y presencia o ausencia de luz, sobre el porcentaje final
de germinacién de sen'}illas provenientes de cada uno de los niveles altitudinales. El modelo
multifactorial consider6 los factores luz y estratificacién (con o sin) anidados bajo el régimen
térmico, ya que este ultimo se simula con diferentes cAmaras de germinacién. La variable
dependiente fue el porcentaje final de germinacion, previa normalizacién con la transformacién

angular (Steel & Torrie 1981).
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RESULTADOS
1. Tamaiio del BS
A 1.600 m hay un promedio de 19,6 + 26,7 semillas/m?, a 2.200 m este promedio es de 39,3 + 60,1
semillas/m®, a 2.900 m aumenta a 2554 + 1559 semillas/m® y a 3.400 decae a 186,6 + 1674
semillas/m”. El BS mas numeroso resulta a 2.900 m, mientras que el menos numeroso ocurre a 1.600
m. Los niveles de mayor altitud (2.900 y 3.400 m) tienen BS significativamente mas numerosos que
los niveles més inferiores (1.600 y 2.200 m) (KRUSKALL-WALLIS = 9,610, p= 0,022), no

existiendo diferencias significativas dentro de estos pares (Fig. 16).

2. Viabilidad inicial de semillas

En ambos afios la viabilidad inicial de las semillas de Phacelia secunda es alta. Los porcentajes
promedio (+ 2E.E.) de viabilidad de las semillas colectadas en 1995 fueron: 1.600 m: 98.7 + 0.7%,
2.900: 98.1 £ 0.3 % y 3.400: 97.5 + 0.5 %. La viabilidad inicial de las semillas colectadas en 1996
también fue muy alta (> 97%) en todos los niveles altitudinales, no encontrandose diferencias
significativas en la viabilidad de semilla con la altitud (ANOVA, F5,, =1,921; p=0,179; Tabla
1). Estas semillas fueron utilizadas en los experimentos de germinacién en laboratorio de modo_
que su viabilidad fue monitoreada después de 2 y 6 meses. A lo largo de todo el periodo
experimental la viabilidad de las semillas permanecié alta, no encontrandose diferencias

significativas entre los diferentes periodos de almacenamiento y entre los diferentes niveles

altitudinales (ANOVA, F; 5, = 3,038; p=0,291; Tabla 1).
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Figura 16. Variacién altitudinal del Banco de semillas de Phacelia secunda (ntmero de

semillas/m®+ 2 E. E.). Las letras diferentes indican diferencias significativas (o = 0,05,
prueba de Kruskal-Wallis).
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Tabla 1. Viabilidad de semillas (promedio + 2 EE), sometidas a diferentes periodos de
estratificacion (meses). Viabilidad de las semillas (promedio + 2 E.E.), mantenidas por- diferentes
periodos de tiempo (meses) en condiciones de laboratorio (sin estratificacion).

Procedencia

de las semillas Meses de estratificacién Meses de almacenamiento

(ms.n.m.) ,

0 2 6 2 6

1600 98.8+1.3 100 100 98.8+2.3 988+13
2200 100 99.5+0.9 100 978+13 985+05
2900 993+0.8 | 99.3+0.8 100 99.8+14 99.3+0.8
3400 97.8+1.8 100 100 983+1.0 97.8+1.8

-r

3. Experimentos de entierros reciprocos
Tanto la procedencia de la semillas (ANOVA: F2,60=824,7p < 0,01 en 1995 y F372=719p<0,01
en 1996; Tabla 2) como el nivel altitudinal en que son enterradas (F360=110,9 p < 0,01 en 1995 y
F372=12,9 p<0,01 en 1996, Tabla 2) tienen efectos significativos en el porcentaje de semillas que
no han germinado después de 1 afio de permanecer enterradas. Un analisis de componentes de la
varianza indica que la procedencia de la semillas explica el 81,8% y 74,8% de la variacién total de
los datos en 1995 y 1996, respectivamente. La altitud a la cual se entierran las semillas explica el
10,9%y 12,6% de la variacion total en 1995 y 1996, respectivamente.

En ambos e);pelimentos, y en todas las alfitudes en que fueron enterradas, un bajo porcentaje
(ca. 20%) de las semillas de altitudes menores (1.600 ¥ 2.200 m) permanecen sin germinar (Fig. 17),
no presentando diferencias significativas entre las altitudes de entierro (Tabla 3). Por su parte,

semillas de mayores altitudes (2.900 y 3.400 m) presentan mayores porcentaje de semillas que
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Tabla 2. ANOVA para determinar el efecto de la altitud en que se entierran semillas de
Phacelia secunda colectadas a diferentes niveles altitudinales en los Andes de Chile central
(33°S) en el porcentaje de semillas que permanecen intactas en el suelo después de 1 afio de

permanecer enterradas

a) 1995
Fuente de variacién  S.C. g.l C.M. F p
Procedencia semilla  16435,5 2 11054 110,9 <<0,001
Altitud entierro 3316,3 3 8217,7 824,77 <<0,001
Interaccion 4100 6 6834 686 <<0,001
Error 597.9 60 9.9

b) 1996
Fuente de variacion S.C. gl. CM. F p
Procedencia semilla 22522 3 750,7 129 <<0,001
Altitud entierro 125254 3 4175,1 71,98 <<0,001
Interaccion 3634,6 9 403,8 6,9 <<0,001

Error 4181,7 72 58,1
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Figura 17. Variacié6n altitudinal en semillas de Phacelia secunda que no germinaron después de
permanecer un afio enterradas. a) semillas enterradas en 1995. b) semillas enterradas en
1996. Los diferentes achurados corresponden a las diferentes altitudes en que fueron
enterradas las semillas.
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Tabla 3. ANOVA para determinar el efecto de la procedencia de semillas de Phacelia secunda
en los Andes de Chile central (33°S) sobre el porcentaje de semillas que permanecen sin
germinar en el suelo después de 1 afio.

a) 1995
Fuente de Ia
variacion S.C. gl. CM. F p
1.600 499 3 16,3 3,0 0,06
Error 112,17 20 5,6
2.900 9447 3 3149 184  <<0,001
Error 3414 20 17,1
3.400 64219 3 2140,6 296,6 <<0,001
Error 1443 20 7.2 .
b) 1996
Fuente de la
variacion S.C. gl. CM. F p
1.600 61,7 3 20,6 0,2 0,88
Error 16949 18 942
2.200 152,6 3 50,9 0,7 0,57
Error 1333,1 18 74,1
2.900 14129 3 470,9 16,6 <<0,001
Error 511,1 20 28,4
3.400 4259,6 3 1419,9 39,8  <<0,001

Error 642.5 20 35,7
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permanecen en el suelo sin germinar en comparacién con las altitudes menores (Fig. 17). En semillas
de 2.900 y 3.400 m entre 37-70% y 38-100% permanecieron sin germinar, dependiendo del afio y de
la altitud del sitio de entierro (Fig. 17). En ambos casos, el porcentaje de semillas que permanece en
el suelo sin germinar disminuye significativamente con la altitud del entierro (Tabla 3) (Fig. 17).

En semillas de 1.600 m, en todas las altitudes de entierro, la viabilidad de las semillas que no
germinaron fue baja, fluctuando entre 10-60% dependiendo del afio y de la altitud del entierro (Fig.
18). La viabilidad de las semillas remanentes aumenta significativamente con la altitud del sitio de
entierro (Tabla 4). En semillas de 2.200 m la viabilidad de las semillas que no germinan fluctia entre
50-80%, dependiendo de la altitud del entierro (Fig. 18), no encontrandose diferencias significativas
entre estas ultimas (Tabla 4). Los valores de viabilidad de las semillas de 2.900 que no germinaron
son mayores que en las semillas de 1.600 m (Fig. 18). La viabilidad de las semillas de 2.900 que no
germinaron es superior al 80%, en ambos experimentos y en todos las altitudes de entierro (Fig. 18),
mientras que en semillas de 3.400 m la viabilidad en todos los casos fue superior al 93% (Fig. 18). En
ambos tipos de semillas una alta proporcion de las semillas que no germinaron después de 1 afio
permanecen viables en estado de latencia, no encontrdndose diferencias significativas con la altitud
del sitio de entierro (Tabla 4).

Existen diferencias significativas entre los valores de germinacion entre 1995 y 1996
(ANOVA, Fy ;4 = 10,03; p = 0,002). Sin embargo, a pesar de las diferencias en los valores, la
tendencia general sé mantiene. Las semillas de 1.600 m germinan en su gran mayoria al primer afio
de permanecer enterradas, quedando muy pocas semillas viables; las semillas de los niveles
superiores en cambio muestran progresivamente menor germinacién y mayor viabilidad de aquellas -

semillas que quedaron sin germinar después de un afio. Por el contrario, no se encontraron diferencias
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Tabla 4. ANOVA para determinar el efecto de la procedencia de semillas de Phacelia secunda
en los Andes de Chile central (33°S) sobre la viabilidad de las semillas que permanecen sin

germinar en el suelo después de 1 afio.

a) 1995

Fuente de Ia
variacién S.C ol C.M. F

.C. p
1.600 4578.8 3 15263 426 <<0,001
Error 717.1 20 359
2.900 162,8 3 543 0,251 0,860
Error 4331.1 20 216.,6
3.400 22,9 3 7,6 0,3 0,844
Error 5589 20 27.9 -
b)1996
Fuente de la
variacién S.C. gl. C.M. F p
1.600 4814.6 3 16049 456 0,01*
Error 62423 18 346,8
2.200 17039 3 5679 2871 0,065
Error 3560,6 18 197.8
2.900 5059 3 168.,6 1,6 0,229
Error 1920,9 18 106,7
3.400 5344 3 178,1 3,7 0,031
Error 870,2 18 483
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significativas en la viabilidad de las semillas remanentes entre ambos afios (Fy ;14 = 1,31; p=0,255).

4. Germinacion en laboratorio

La procedencia de las semillas tiene un efecto significativo, indicando que las semillas de diferentes
altitudes no responden del mismo modo a los factores de germinacién analizados (Tabla 5) A
continuacion se analiza la germinacién de los diferentes tipos de semillas para cada uno de estos

factores.

Tabla 5. Tabla ANOVA multifactoria para determinar los .efectos del Tratamiento (con o sin
estratificacién), el Tiempo transcurrido (meses), Termoperiodo, la presencia de Luz y las
respectivas interacciones, en los porcentajes finales de germinacién de semillas de Phacelia
secunda colectadas a diferentes niveles altitudinales en los Andes de Chile central (33°S).

Efecto df MS P

Tratamiento 1 88851.2 <<0.001*
Tiempo 1 18782.6 <<0.001*
Termoperiodo 1 442.1 <<0.001*
Luz 1 281.1 <<0.001*
Procedencia de las semillas 3 6968.8 <<0.001*

Error 192 99

4.1 Germinacién sin estratificacion
Ninguna de las semillas colectadas durante la temporada 1996 germind en forma inmediata en las

condiciones experimentales ofrecidas. En la Figura 19 se muestra los porcentajes de germinacion de

semillas almacenadas por periodos de 2 y 6 meses en el laboratorio. Se aprecia que en ambos
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Figura 19. Porcentajes de germinacién en dos regimenes termicos (10°/5°C y 209/ 10°C) de
semillas de Phacelia secunda (+ 2 E.E.) colectadas a diferentes altitudes y mantenidas
por 2 y 6 meses en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente en el laboratorio.

Los diferentes achurados de las barras corresponden a presencia y ausencia de luz. Con
2 meses de almacenamiento las semillas no germinaron.
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termoperiodos, no hay germinacion en las semillas que han permanecido 2 meses almacenadas en el
laboratorio (Fig. 19). En semillas almacenadas durante 6 meses, los porcentajes finales de
germinacion obtenidos son muy bajos, siendo menoresal 20% en todos los casos. De acuerdo a
lo anterior, en todas las altitudes, periodos mas largos de almacenamiento en laboratorio
aumentan significativamente el porcentaje final de germinacién. Sin embargo, tanto la
procedencia de las semillas, como el termoperiodo empleado y la presencia o ausencia de luz
tienen efectos significativos en la germinacién (Tabla 6). Al analizar las diferentes procedencias
de las semillas, se encuentra que las semillas de menores altitudes (1.600 y 2.200) germinan
significativamente més que las semillas de mayores altitudes (2.900 y 3.400) (ANOVA: F; 19, =

14.104, p < 0,001).

4.2 Germinacién con estratificaciéon

En la Figura 20, se muestran los porcentajes de germinacion acumulados a lo largo del periodo
experimental destacandose que con los 60 dias de duracién de los experimentos de germinacion se
alcanzan los méximos de germinacién posible en cada caso.

En casi todas las semillas, el porcentaje final de germinacion tras someter las semillas a
diferentes periodos de estratificacion es significativamente mayor que el porcentaje final de
germinacién obtenido sin estratificaciéon (Tabla 5) (Fig. 21). Con la excepcion de semillas de
3.400 m que después de 2 meses de estratificacion o almacenamiento no germinan.

El periodo de estratificacion afecta significativamente el porcentaje final de germinacion
(Tabla 7), aumentando la germinacion en casi todas las semillas, exceptuando las semillas de 1.600

m (Fig. 21). Después de 2 meses de estratificacion semillas de 1.600 m alcanzan un porcentaje de
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Figura 20. Porcentaje acumulado de germinacién de:;semillas de Phacelia secunda (+ 2 EE.)
colectadas a diferentes altitudes y mantenigdas por diferentes lapsos de tiempo en
condiciones de estratificacién hiimeda (4°C-oscuridad). La germinacion se realizé en
presencia de luz.
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Tabla 6. Valores de F calculados con un ANOVA trifactorial para determinar los efectos del
tiempo sin estratificacién, termoperfodo y la presencia de luz en los porcentajes finales de
germinacion de semillas de Phacelia secunda colectadas a diferentes niveles altitudinales en
los Andes de Chile central (33°S).

Procedencia de las Tiempo sin Termoperiodo Luz
semillas (m.s.n.m) estratificaciéon Fi72 Fi72
F37,
1.600 13.904* 3.423 12.125*
2.200 21.175% 3.599 25.636*
2.900 34.459% 7.349* 4.562*
3.400 7.92% 8.221* 6.381%

Los asteriscos (*) indican p < 0,01

Tabla 7. Valores de F calculados con un ANOVA trifactorial para determinar los efectos del
tiempo de estratificacion, termoperiodo y la presencia de luz en los porcentajes finales de
germinacion de semillas de Phacelia secunda colectadas a diferentes niveles altitudinales en

los Andes de Chile central (33°S).

Procedencia de las Tiempo de Termoperiodo Luz
semillas (m.s.n.m) estratificacion Fi7 Fi7
K372
1.600 192,480* 13,340* 18,181*
2.200 924.111* 1.985 12,031*
2.900 761,596* 62,681* 21,972*
3.400 576,916%* 35,960* 7,940*

Los asteriscos (*) indican p < 0,01
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germinacion por sobre el 85% en ambos termoperiodos, decayendo a menos de un 80% después de 6
meses de estratificacion. Las semillas provenientes de 2.200 m aumentan su germinacién desde un
50% después de 2 meses de estratificacion a > 70% después de 6 meses de estratificacion (Fig. 21).
Por su parte, las semillas de la parte mas alta del gradiente (2.900 y 3.400 m) aumentan desde < 20%
después de 2 meses de estratificacion a cerca de un 50% después de 6 meses de estratificacion, o que
representa un porcentaje de germinacion significativamente menor en comparacion a lo obtenido con
semillas procedentes de altitudes mas bajas (Fig. 21). De acuerdo a estos resultados existiria una
tendencia a requerir periodos de estratificacion més largos para germinar a medida que las semillas
provienen de mayor altitud. i

Cuando comparamos los porcentajes finales de germinacién con y sin estratificacion,
incorporando el tiempo transcurrido (los meses con o sin estratificacién) como factor en un
ANOVA multifactorial, el tiempo transcurrido tiene efecto significativo sobre la germinacién
(Tabla 5). Al calcular la proporcion de la variacion total que explica cada uno de estos factores
resalta que para todos los niveles altitudinales, el tratamiento (con o sin estratificacién) explica
mas del 50% de la variacion total mientras que el tiempo transcurrido sélo explica entre un 5 a

un 35% dependiendo la altitud de procedencia de las semillas. La contribucion del tiempo

transcurrido a la variacion total explicada aumenta con la elevacion de la fuente de semilla.

4.3 Efecto del termoperiodo
El termoperiodo tiene efectos significativos en la germinacién de semillas (Tabla 5). En semillas
que no han sido estratificadas, el termoperiodo s6lo tiene efectos significativos en semillas

provenientes de los niveles altitudinales més altos (2.900 y 3.400 m, Tabla 6), siendo mayor la
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Figura 21. Efecto del tiempo de estratificacién en el porcentaje de germinacién en dos
regimenes térmicos (10%/5° y 20°/10°) de semillas de Phacelia secunda (= 2 EE)
colectadas a diferentes altitudes. La estratificacion se realizd por 2 y 6 meses en
condiciones himedas a 4°C y oscuridad. La germinacién es en presencia de luz. En los

meses donde no hay barras significa que esas semillas no germinaron con ese periodo de
estratificacion.
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germinacién alcanzada bajo el régimen 20°10°C (Fig. 19). En semillas sometidas a
estratificacién en frio, en forma independiente del tiempo de estratificacion a que han sido
sometidas, con la excepcion de las semillas de altitudes menores (1.600 y 2.200 m) el termoperiodo
tiene un efecto significativo en los porcentajes finales de germinacién (Tabla 7).

En semillas de 1.600 m hay una leve tendencia a que las semillas germinen en un mayor
porcentaje en el termoperiodo de 10°/5°C que en el termoperiodo de 20°/10:’C (Fig. 22). En las
semillas provenientes de mayores altitudes, en cambio, ya sea de 2.900 o 3.400 m, consistentemente

se obtienen mayores porcentajes de germinacion con el termoperiodo de 20°/10°C (Fig. 22).

4.4 Efecto de la luz

En relacién al factor luz en todos los experimentos este tiene un efecto significativo (Tabla 5). En
ambos termoperi6dos, y para cada periodo con o sin estratificacion, se encuentra que los porcentajes
finales de germinacion son mayores sin la presencia de luz (Fig. 23). Estos resultados proveen una
primera nocién de que un requerimiento de luz para germinar no es un factor critico en la
germinacion de semilla de Phacelia secunda. Por el contrario, la luz parece tener un efecto

inhibidor de la germinacidn.
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Figura 22. Efecto del régimen térmico (10°/5°C y 20°/ 10°C) en el porcentaje de germinacién de
semillas de Phacelia secunda (+ 2 E.E.) colectadas a diferentes altitudes. a) semillas
mantenidas por 2 meses en condiciones de estratificacion himeda (4°C-oscuridad). b)
semillas mantenidas por 2 meses en condiciones de estratificacion hiimeda (4°C-
oscuridad). La germinaci6n es en presencia de luz. En los meses donde no hay barras
significa que esas semillas no germinaron con ese periodo de estratificacién.
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Figura 23. Efecto de la luz en el porcentaje de germinacion de semillas de Phacelia secunda (*
2 E.E.) colectadas a diferentes altitudes. Las semillas fueron mantenidas por 2 y 6 meses
en condiciones de estratificacion humeda (4°C-oscuridad). La germinacion se realizd en
dos régimen térmico (10°/5°C y 20°/10°C) En los meses donde no hay barras significa
que esas semillas no germinaron con ese periodo de estratificacion.
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DISCUSION

Los resultados de esta tesis serdn discutidos en dos niveles de analisis. En un primer nivel
(ecoldgico-evolutivo) se discute si la latencia en las semillas cambia como una respuesta
adaptativa frente a la variacion ambiental, y si esta respuesta adaptativa es originada por una
respuesta plastica de la especie en las diferentes altitudes estudiadas o es producto de una
diferenciacion genética entre las diferentes poblaciones. Por otro lado (nivel ecofisioldgico), se
explora el tipo de latencia que expresan las semillas de Phacelia secunda en las diferentes

altitudes estudiadas y los factores que desencadenan dicha latencia y su variacion altitudinal.

1. Bancos de semillas naturales

Una de los supuestos de esta tesis, era mostrar que Phacelia secunda, forma BS en los distintos
ambientes analizados. El tamafio del BS que forma a diferentes altitudes fluctia entre 19,6 + 26,7
semillas/m* a 1.600 m hasta 2554 + 155,9 semillas/m? a 2.900 m. Dado que las muestras de suelo
fueron tomadas posterior al periodo de germinacion natural de la especie, pero antes del nuevo
periodo de dispersion de semillas, el BS corresponderia a un BSP. Si bien el método de las muestras
de suelo es apropiado para dimensionar el tamafio del BS que forma una especie, ain tomando las
muestras de suelo en el periodo apropiado, no es posible determinar cuan persistente es el BS.
Ademis, la presencia de semillas en el suelo es una condicion necesaria, pero no suficiente, para
sugerir la formacién de BSP. Para esto es necesario evaluar la presencia de latencia en las semillas
con independencia a la presencia de agentes bioticos que podrian afectar la presencia de semillas en

el suelo (e.g., depredadores de semillas).
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2. Variacion altitudinal en la latencia y formacion de BSP
En esta tesis se ha encontrado que en Phacelia secunda, que la gran mayoria de las semillas de baja
altitud (1.600 m) germina dentro del primer afio que permanecen enterradas. Ademas, de las pocas
semillas que no germinan el primer afio, un muy bajo porcentaje permanece viable. En las semillas
de mayor altitud en cambio (3.400 m), sélo algunas germinan en el transcurso de un afio, y de
aquellas que no lo hacen un alto porcentaje (> 90%) permanece viable. Estos resultados sugieren un
aumento en el grado de latencia de las semillas con la altitud. Esta variacién altitudinal en la latencia
de las semillas también se expresa en los experimentos de germinacion en laboratorio, donde las
semillas de baja altitud requieren sélo 2 meses de estratificacion para germinar por sobre el 80%. Las
semillas de mayor altitud en cambio, aiin con 6 meses de estratificacién sélo germinan en un 50%.

Considerando que los patrones de germinacion en terreno se obtienen incluso con semillas
producidas y enterradas en diferentes temporadas, los resultados sugieren un gradiente altitudinal en
la capacidad de formar BSP, donde semillas colectadas a mayor altitud tienen una mayor capacidad.'
de formar BSP que semillas de altitudes menores. Esta variacion altitudinal es un patrén consistente,
independiente de las condiciones ambientales del afio en que son producidas y/o enterradas las
semillas. Considerando ademds que los resultados de las muestras de suelo indican la presencia
de BS de Phacelia secunda en todas las altitudes estudiadas, se concluye que esta especie presenta
un gradiente altitudinal en la formacion de banco de semillas persistentes.

Con anterioridad a esta tesis, el {(nico trabajo que documenta una variacién altitudinal en la

persistencia del BS en una misma especie es el de Miller & Cummins (1987) en Calluna vulgaris.

Estos autores documentan que el BS de Calluna vulgaris pasa de un BS transiente en la zona sub-




alpina a un BS muy persistente en la zona alpina. Estos autores sugirieron que la mayor persistencia

del BS hacia mayores altitudes se deberia a las bajas temperaturas del ambiente que determinan una

—————

menor diversidad de fitopatégenos y depredadores de semillas, junto a una menor tasa de consumo de

las reservas nutricionales de las semillas, facilitando la mantencién de semillas viables en el suelo por

—

prolongados periodos de tiempo. En el caso de Phacelia secunda, sus semillas no son depredadas

por ratones, aves o insectos (Figueroa ef «l., datos no publicados), no obstan'Ee, un mejoramiento
de las condiciones del suelo que facilitan la mantencion de la viabilidad en las semillas hacia
mayores altitudes puede observarse en semillas de 1.600 m. Tanto en el experimento de 1995
como en 1996, la magnitud de la germinacién después de un afio de estar enterradas era muy
similar en todas las altitudes de entierro. Sin embargo, la viabilidad de las semillas que quedaron
sin germinar aumentaba significativamente con altitud del sitio de entierro.

De acuerdo a nuestra hipoétesis, la latencia en las semillas es un atributo de historia de vida
seleccionado en un gradiente altitudinal hacia las zonas alpinas en respuesta a las mayores
fluctuaciones del ambiente en altitudes mayores, determinadas principalmente por la
impredictibilidad de la duracién de la estacion de crecimiento y la impredictibilidad de las
perturbaciones del suelo que determinen mejores condiciones para el establecimiento de las
plantulas. Los BSP que han sido documentados en zonas alpinas (Roach 1983, Ebersole 1989,
Ingersoll & Wilson 1993, Arroyo ef al. 1999) no solo serian sélo el reflejo de la dispersion de
semillas inmaduras y de las condiciones del suelo que facilitan la longevidad, sino que podrian ser

resultado de un proceso de seleccion mediado por el ambiente.

3. Adaptacion local
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Numerosos estudios han documentando diferencias morfoldgicas y fisiolbgicas entre poblaciones
de una misma especie (ver citas en Bradshaw 1989), donde el supuesto central es que las
diferencias entre las poblaciones representan adaptaciones el ambiente en que se encuentran
(adaptacion local). Adaptacién es cualquier cardcter morfoldgico, fisiologico, de desarrollo o
comportamiento que amplia el éxito reproductivo y de sobrevivencia de un organismo (Lincoln et
al. 1995). Como se menciond en la introduccion, la adaptacion local puede estar determinada por
dos tipos de mecanismos: diferenciacién genética y plasticidad fenotipica, existiendo dos
aproximaciones experimentales para discriminar entre ambos: experimentos en ambientes
comunes y experimentos de trasplantes. .

La gran mayoria de los estudios que han documentado adaptaciones locales entre
poblaciones se han referido a rasgos morfolégicos o fisiolégicos (Bradshaw 1989), especialmente
cuando los estudios se han realizado a lo largo de gradientes altitudinales (e.g., fotosintesis y
respiracion: Chapin & Chapin 1981, Chapin & Oechel 1983, tasa de crecimiento: McGraw &
Antonovic 1983, Prock & Komer 1996).

Con relaci6n a aspectos de desarrollo como la germinacion de semillas varios estudios
han documentado variaciones en los patrones de germinacion dentro de una misma especie que se
correlacionan con cambios en el ambiente (Probert ef al. 1985, Inoue & Washitani 1989, Meyer et
al., 1989, 1990,1997, Meyer & Monsen 1991, Meyer & Kitchen 1994, Schiitz & Milberg 1997). Sin
embargo pocos hari estudiado la relacién entre variacién en la respuesta de germinacion con el
ambiente en gradiente altitudinal (e.g., van der Vegte 1978, Barclay & Crawford 1984, Borghetti et
al. 1989). Por ofra parte, estos estudios se han realizado germinando semillas de diferentes "

procedencias en ambientes comunes simulados en laboratorio. Esta aproximacion, si bien permite
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discernir si una respuesta de germinacién es pléstica o fija para una procedencia, tiene la desventaja
de que las posibles diferencias no necesariamente representan una adaptacion. Esto se debe a que la
respuesta de germinacién en laboratorio puede ser diferente a la de terreno, ya que esta ultima esta
determinada por una multitud de factores que es imposible reproducir en laboratorio.

En Phacelia secunda, de los experimentos de germinacién en un ambiente comin en el
laboratorio se aprecia que las semillas colectadas a diferentes altitudes no presentan respuestas de
germinacion similares, sino que dependiendo de la altitud de origen presentan un periodo de latencia
caracteristico para esa altitud. En Phacelia secunda a medida que las semillas provienen de
mayor altitud, los periodos de estratificacién requeridos son mas prolongados. Meyer & Mosen
(1992) y Meyer et al. (1997) han sugerido que en una misma especie, semillas de poblaciones que
crecen en zonas con inviernos largos y prolongada duracién de la cubierta de nieve deberfan requerir
periodos de estratificacion mas largos que poblaciones que crecen en ZOonas con INviernos menos
estresantes. Al requerimiento de mayor tiempo de estratificacién permitiria a la semilla “medir” el
tiempo que permanece bajo la cubierta de nieve, posponiendo la germinaci6n hasta una época mas
favorable. El requerimiento de estratificacién para germinar también impide la germinacién precoz
en otofio. En consecuencia, podria postularse que la necesidad de periodos de estratificacién mas
largos en las semillas de mayores altitudes seria una adaptacién para no germinar precozmente,
evitando los riesgos que ello significa (Billings & Mooney 1968), y posponer la germinacién hasta

que se halla derretido la cubierta de nieve.

En los experimentos de germinaci6n en laboratorio, también se aprecian diferentes respuestas _

al termoperiodo. Las semillas provenientes de los niveles altitudinales de mayor altitud (2.900 y

3.400 m) mostraron porcentajes de germinacion significativamente mayores bajo el régimen
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térmico 20°/10°C que 10%5°C. En contraste, las semillas de las altitudes mds inferiores (1.600 y
2.200 m) no muestran diferencias en la germinacion entre los regimenes térmicos usados, incluso
después de 2 meses de estratificacion las semillas de 1.600 m germinan mejor en el régimen de
menor temperatura. Varios estudios documentan que en muchas especies de la tundra artica o
alpinas, las temperaturas Gptimas para la germinacién son sorprendentemente altas (20°-30°C),
sugiriéndose que esto seria una estrategia para evitar una germinacién precoz en primavera cuando
las temperaturas no son muy altas y las heladas nocturnas son aun muy frecuentes, retrasando la
germinacion hacia mediados o fines de primavera cuando la temperatura ambiente es mas elevada y
las probabilidades de que las plantulas sean afectadas por las heladas son menores (Billings &
Mooney 1968, Sayers & Ward 1966, Chabot & Billings 1971, Marchand & Roach 1980, Kibe &
Mazusawa 1993). La capacidad de germinacién a bajas temperaturas en semillas de 1.600 m
podria ser ventajosa en ambientes de menor altitud como es el Bosque esclerdfilo montano,
donde el riesgo de muerte de las plantulas aumenta rapidamente con el progreso de la época
estival (Pefialoza 1996). Las plantulas que emergen mas temprano tienen mas tiempo para
desarrollar un sistema radicular adecuado para obtener agua de las capas mas profundas del suelo
con lo cual tendrian mayores posibilidades de superar exitosamente las estresantes condiciones
de verano.

Considerando que semillas de diferentes procedencias responden en forma distinta a un
mismo factor en laboratorio, se sugiere que dichas respuestas de germinacion representan una
adaptacion local en las poblaciones, y que esta adaptacién es producto de una diferenciacién genética”
y no de una plasticidad fenotipica.

Gracias al sistema de entierros reciprocos utilizados en esta tesis, se ha demostrado que
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estos patrones de germinacion y formacion de BSP, se mantienen en forma independiente del
sitio donde se entierran las semillas. Ademas, este patrén se mantiene aun con semillas producidas
en temporadas diferentes, lo cual confirma que dichas respuestas de germinacion tanto en laboratorio
como en terreno representan un alto grado de adaptacion local en las poblaciones. Esta adaptacion
local seria producto de una diferenciacién genética y no de una plasticidad fenotipica.

El origen de esta diferenciacion genética en un gradiente tan corto (1.800 m de diferencia en
altitud) se deberia a la baja probabilidad de intercambio genético entre las poblaciones ubicadas a

/ diferentes altitudes. En Phacelia secunda, existe un fuerte desfase en la fenologia de floracién de esta
especie a lo largo del gradiente de altitudinal (Arroyo et al. 1981), fle modo que la época en que
podria ocurrir intercambio de genes via polen no coincide entre las poblaciones ubicadas en los
extremos del gradiente. Por otra parte, Phacelia secunda es una especie polinizada por insectos,
donde el ensamble de polinizadores presentes en cada altitud son muy diferentes (Arroyo et al. 1982,
Cavieres et al. 1998b). Por filtimo, las semillas de Phacelia secunda no presentan adaptaciones
morfologicas que permitan suponer una dispersién de semillas a gran distancia. En consecuencia,
considerando los desfases fenoldgicos, las diferencias en los ensambles de polinizadores y la baja
dispersabilidad de las semillas, parece probable la formacién de poblaciones con un alto grado de
diferenciacion genética a lo largo del gradiente altitudinal.

La ocurrencia de diferenciaciones locales en gradientes, cortos en ambientes alpinos ha
sido documentada Con anterioridad. Galen ef al. (1991) en un estudio realizado en poblaciones de
Polemonium viscosum separadas por 1,5 km en un gradiente de altitud en Pennsylvania Mountain,
Colorado, demuestran grandes diferencias en la constitucién genética de las poblaciones. Los autores

ademds documentan desfases en la fenologia de floracion entre las poblaciones y diferencias en los
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ensambles de polinizadores que visitan las flores en ambas poblaciones. Estas diferencias sugieren
que las posibilidades de flujo génico entre las poblaciones son muy bajas, lo que explicaria el alto
grado de diferenciacion genética entre las poblaciones.

La capacidad de amplitud ambiental en la distribucién de una especie estd muy ligada a su
capacidad de evolucionar poblaciones adaptadas a diferentes ambientes (Bradshaw 1989).

La amplia distribucién tanto latitudinal como altitudinal que presenta Phacelia secunda, y su
capacidad de habitar en ambientes muy contrastantes no se deberfa a una alta plasticidad fenotipica
intrinseca de la especie (e.g, Deginani 1982), sino a la capacidad de formar poblaciones
diferenciadas genéticamente y localmente adaptadas a su medio ambiente, al menos en las respuestas

de germinacion y capacidad de formar BS.

4. Factores que determinan la latencia en Phacelia secunda

Para que una especie forme un BSP, las semillas deben presentar latencia, ya sea esta innata o
forzada de modo que la longevidad de sus semillas enterradas en el suelo pueda exceder un afio
(Baker 1989).

Se defini6 la latencia forzada como la incapacidad de germinar producto de la falta de un
factor ambiental importante (e.g., falta de agua, luz, temperatura). En los experimentos de
germinacion en laboratorio, las semillas de Phacelia secunda, fueron regadas en forma sistemética y
mantenidas entre dos capas de toalla absorbente de modo que los resultados no dependieren de la
carencia del factor agua. A pesar de diferencias en las magnitudes, en forma independiente de la
altitud de origen, las semillas de Phacelia germinan en diferentes regimenes térmicos. Estos

regimenes de temperatura ocurren en forma natural en terreno. Por ofro lado, las semillas,
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independiente de la altitud en que fueron colectadas, no dependen de luz para germinar.

Considerando este serie de antecedentes, se descarta la presencia de latencia forzada por el ambiente

en semillas de Phacelia secunda, en forma independiente de la altitud en que son colectadas. Por el
\

contrario, considerando el incremento en la germinacién con la presencia de estratificacion, el tipo de

latencia que expresan las semillas de Phacelia secunda serfa innata.

Uno de los aspectos importantes de la latencia innata en la germinacion de semillas es,
sincronizar la germinacién hacia la estacién favorable para el establecimiento de las plantulas
emergentes (Leopold 1996).

En ambientes alpinos, si las semillas germinan inmediatamepte después de ser dispersadas,
las plantulas emergentes podrian ser dafiadas por las temperaturas congelantes que muchas veces
ocurren entre mediados de otofio y comienzos del invierno (Billings & Mooney 1968). Se podria
esperar entonces encontrar latencia en las semillas de especies alpinas como un mecanismo
protector contra la germinacién prematura. Amen (1966), en una pionera revisién de los
requerimientos de germinacion en especies alpinas, establecié que sélo un 40% de las 60
especies estudiadas en ese entonces, presentaban latencia. De estas espe%ggs, muy pocas
requerian de estratificacién para romper la latencia y comenzar la germinacion. Resultados
similares han sido documentados por Marchand & Roach (1980) en 3 especies alpinas (Arenaria
groenlandica, Juncus trifidus y Potentilla tridentata) donde no se requiere de estratificacion para_
germinar. Otros estudios en cambio, han demostrado que la estratificacién en frio permite y
mejora la germinacién en muchas especies de plantas alpinas (Chabot & Bliss 1972, Bell & Bliss

1980, Reynolds 1984). Por ejemplo, Bell & Bliss (1980) sefialan que estratificacion a 2°C mejora

los rendimientos de germinacién en 10 especies de plantas de la zona alpina de Alaska. Reynolds
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(1984) demuestra que estratificacién a 4°C incrementa la germinacion en 3 especies anuales de
las Rocky Mountains.

Amen (1966) encontr6 que el mecanismo principal de latencia de semillas para especies
alpinas era por inhibicién de la testa. La testa de las semillas puede inhibir la germinacién por
restriccion mecénica o por inhibicién quimica. En la restriccién mecéanica, el embrion es incapaz
por si s6lo de romper la testa para emerger, razon por la cual se requiere de agentes externos que
fracturen o debiliten la testa de modo que el embrion pueda emerger. En la restriccién quimica,
la testa contiene compuestos quimicos que inhiben la germinacion, los cuales deben ser liberados
de la testa para que el proceso de germinacion pueda ocurrir en forma normal.

Bliss & Amen (1970) documentaron la presencia de inhibidores en la testa de semillas de
Luzula spicta y L. parviflora. De acuerdo a estos autores, la liberacién de estos inhibidores se
produciria por medio de una escarificacion. Ellos postularon que la escarificacion de las semillas
se produciria por repetidos eventos de congelacién y derretimiento del agua contenida en la testa
(criofracturacion). Esta criofracturacion de la testa permitiria la salida del inhibidor, gatillando la
germinacién de las semillas.

Dome (1981) en un estudio realizado en semillas de Chenopodium bonus-henricus
colectadas a diferentes altitudes en un gradiente altitudinal, también encontré una relacién
positiva entre altitud en que son colectadas y el grado de latencia que presentan las semillas. En-
este caso la latencia estaba impuesta por compuestos fenélicos presentes en la testa de las
semillas. Dorne (1981) encontr6 a su vez, un aumento en el espesor de la testa con la altitud del
sitio de colecta, lo cual ademas de representar una restriccion mecanica, va asociado a un mayor

contenido de fenoles.
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La familia Hydrophyllaceae, a la cual pertenece Phacelia secunda, pertenece a un grupo
de familias donde la latencia de las semillas est4 determinada principalmente por la testa, ya sea
por restriccion fisica o por la presencia de compuestos quimicos inhibidores de la germinacion
(Silvertown 1984). La presencia de latencig determinada por la testa de la semillas en Phacelia
secunda seria muy probable. En efecto, en semillas de Phacelia secunda, aunque no existe una
variacion altitudinal significativa en el grosor de la testa de las semillas (Fig. 24), es posible
apreciar una tendencia al aumento del grosor de la testa con la altitud del sitio de colecta
sugiriendo la presencia de algin grado de restriccion mecanica de la testa hacia mayores
altitudes. En este caso la latencia se perderd por eventos de criofracturacion de la testa. En
consecuencia, estas semillas podrian estar en el suelo mucho tiempo en espera de las condiciones
que le permitan salir de su latencia y germinar. Este tipo de latencia que permite a las semillas de
una especie permanecer mucho tiempo en el suelo ha sido denominada “latencia entre afios”
(between-year seed dormancy, Evans & Cabin 1995).

De acuerdo a lo encontrado en esta tesis, en Phacelia secunda existiria por un lado una
latencia que permite retrasar la germinacién hasta la época favorable (requerimientos de
estratificacion y mayores temperaturas). Esta latencia “intra-anual” (within-year seed dormancy,
sensu Bvans & Cabin (1995)) se expresa en todas las semillas de Phacelia, en forma
independiente de la procedencia de estas, aunque su duracién aumenta con la altitud a la que es
colectada la semilla. Por otro lado, existe una “latencia entre afios”, que so6lo se expresa en las
semillas de mayores altitudes. La presencia de este tipo de latencia es la que permite la
formacién de BSP (cf. Thompson y Grime 1979) y explorar la variabilidad del ambiente en

forma temporal (Meyer et al. 1998).
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Figura 24. Variacion altitudinal del grosor de la testa de semillas de Phacelia secunda en los
Andes de Chile central (33°S).
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En resumen, en esta tesis se ha encontrado que en Phacelia secunda, existe una marcada
tendencia a que las semillas tengan una mayor latencia hacia mayores altitudes. Esto permite la
formacion de BS mas persistentes hacia mayores altitudes. Esta diferenciacion en la capacidad de
formar BSP seria una adaptacion a las mayores fluctuaciones ambientales que ocurren con la
altitud, representando una adaptacion local de las poblaciones a su ambiente. Esta adaptacion
local estaria originada por una diferenciacion genética entre las poblaciones de Phacelia secunda
que crecen a diferentes altitudes. La exploracion de los factores involucrados en la variacion
altitudinal en la latencia de las semillas sugieren que habria un aumento en la latencia innata de
las semillas determinada por restricciones fisicas y quimicas de Il testa. La amplia distribucién
que presenta Phacelia secunda, y su capacidad de habitar en ambientes muy contrastantes, se deberia
a la capacidad de formar poblaciones diferenciadas genéticamente y localmente adaptadas a su

medio ambiente, al menos en las respuestas de germinacioén y capacidad de formar BS.
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Anexo: Variacion altitudinal en la longevidad del banco de semillas

Tanto en 1995 como en 1996, en cada nivel altitudinal se enterraron adicionalmente 2 jaulas metalicas
mas con el propdsito de desenterrarlas después de 2 afios y 3 afios de permanecer enterradas en el
suelo. Con los datos de viabilidad de las semillas que permanecen intactas después de 2 y 3 afios en el
suelo, se estim6 de la longevidad de las semillas en el suelo. Esto se réalizd ajustando el niimero de
semillas viables que contenian los sobres que fueron enterrados a tiempo 0, y después de 1, 2 y 3 afios
de permanecer enterradas. Solo se utilizaron los valores del promedio aritmético obtenidos cuando las
semillas eran enterradas en el mismo nivel en que fueron colectadas. Los modelos de pérdida de la
viabilidad analizados fueron el modelo exponencial y el modelo hiperbolico (sensu, Murdoch & Ellis

1992):

Modelo exponencial  S(t) = See’®

Modelo hiperbdlico S(t)=at+b

Donde:
So es la viabilidad inicial de las semillas
g es una constante de decaimiento exponencial
a'y b’son constantes de ajuste de los modelos

N
t es el tiempo (en este caso dias) transcurrido en la situacion experimental.

El ajuste de los datos a estos modelos se realizd con el médulo de estimaciones no-lineares del

programa estadistico STATISTICA (v 4.3, 1992), donde se utilizo el método de Quasi-Newton para la




estimacion de pardmetros de los modelos. En cada caso se escogi6 aquel modelo donde se obtuviera el
mayor valor de R y la mayor proporcion de varianza explicada. Finalmente, se determind en cada caso
el tiempo promedio que demora en perderse la viabilidad total de las semillas originalmente enterradas,
estimando de este modo la longevidad potencial del BSP.

Tanto en 1995 como en 1996, se aprecia un fuerte decaimiento del nimero de semillas con el
tiempo que han permanecido enterradas (Fig. al). En ambos afios de entierro, las mayores perdidas de
viabilidad corresponden a semillas de 1.600 m, donde después de un afio casi no quedan semillas
viables (Fig.Al). Esto se debe a que la gran mayoria de las semillas germind, quedando muy pocas
semillas en el suelo, de las cuales la gran mayoria no era viable. En semillas de 2.200 m también se
aprecia una rapida disminucion de la viabilidad después de un afio, posteriormente el numero de
semillas viables desciende en forma menos abrupta llegando a 0 después de 2 afios (Fig. A1). Semillas
de las altitudes superiores (2.900 y 3.400) presentan una disminucion de la viabilidad mucho mas lenta,
especialmente en aquellas semillas enterradas en 1995. En estas semillas valores de viabilidad cercanos
a 0 solo se alcanzan después de 3 afios (Fig. A1), lo que se debe principalmente a los altos porcentajes
de germinacion que han alcanzo estas semillas después de permanecer 3 afios enterradas. En resumen,
existe una clara tendencia a mantener un mayor numero semillas viables por unidad de tiempo en las
semillas de mayor altitud.

En relacion a las estimaciones de la longevidad de las semillas al ser enterradas en la misma
altitud en la que fueron colectadas, el modelo exponencial de decaimiento de la viabilidad es el que se
ajusta mejor a los datos, explicando en todos los casos mas del 99% de la varianza (Tabla Al). El

modelo hiperbdlico, aunque explica mas del 80% de la varianza en todos los casos, los coeficientes de

correlacion son siempre menores que menores que en el modelo exponencial (Tabla A1).




En las ecuaciones obtenidas con el ajuste al modelo exponencial, en ambos afios de entierro, es
posible apreciar una disminucion de la constante de decaimiento con la altitud de la cual provienen las
semillas. Esto se traduce a que la longevidad potencial de los bancos de semillas que se forman en cada
nivel altitudinal aumenta con la altitud (Fig. A2). A 1.600 m, la longevidad de las semillas es de 421 y
399 dias en semillas enterradas en 1995 y 1996, respectivamente. A 2.200 m, la longevidad en semillas
de enterradas en 1996 es de 687 dias, es decir, casi 2 afios. A 2.900 m, 14 longevidad de las semillas es
1.349 y 1.057 dias en semillas enterradas en 1995 y 1996, respectivamente. En este caso la longevidad
de las semillas varia entre 3 a 4 afios. A 3.400 m, la longevidad de las semillas es de 2.059 y 1.505 dias

en semillas enterradas en 1995 y 1996, respectivamente. Es decir, la longevidad en este caso fluctia

entre 4 a 6 afios.




Tabla Al. Ajuste de la variacion temporal en el niimero de semillas viables a modelos de
perdida de la viabilidad en semillas de Phacelia secunda colectadas y enterradas en forma
experimental a diferentes altitudes.

1995
Altitud Modelo exponencial Modelo hiperbélico
(msnm)|  ecuacion r |Varexp ecuacion R | Var. Exp.
1.600 | S®=50e""*" | 10 | 100 | S(®=50595/10,11+t | 0,999 | 99,96
2.200 - - - - - -
2.900 | S()=50¢"""" 10,999 | 99,87 | S(t)=7282,6/145,07+t | 0,984 | 96,88
3.400 | S®)=50"""" 10,976 | 95.29 | S(1)=14119,8/276,74+t| 0937 | 8771

1996
Altitud Modelo exponencial Modelo hiperbolico
(msnm.)l  ecuacién r |Varexp ecuacion r | Var. Exp.

1.600 | S®)=50¢"""*"| 10 | 100 S(t)=415,3/831+t | 0999 [ 9998
2.200 | S®)=50¢"""" 10999 | 99.95 | S()=2008,3/40,16+t | 0997 | 99,40
2.900 | S®=50¢™""" 10,9991 99,99 | S(©)=5143,4/102,77+t | 0994 | 9885
3.400 | S(®=50¢""*" 10,999 | 9979 |S(t)=9139,67/182,53+t| 0997 | 9948
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Figura A2. Variacion altitudinal de la longevidad estimada del Banco de semillas de Phacelia
secunda en los Andes de Chile central (33°S), basado en experimentos de entierro de
semillas realizados en 1995 y 1996.
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Figura Al: Variacion del nimero de semillas viables con el tiempo, en semillas de Phacelia

secunda ( 2 E.E.) colectadas a diferentes altitudes y enterradas experimentalmente en
la misma altitud de origen.




