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Resumen

Nothofagus obliqua y N. nervosa son dos especies de los bosques templados
de Sudamérica de principal interés ecolégico y econdmico. El conocimiento de
la biologia reproductiva de estas especies es relevante desde puntos de vista
practico y tedérico, aunque el mismo es todavia escaso. En el presente trabajo
se plantea, para ambas especies mencionadas, relacionar la produccién de
flores y semillas con sus parametros arquitecturales basicos e indagar acerca
de los aspectos que condicionan la produccibn de semillas viables.
Particularmente, se propuso analizar: la distribucidén de las flores en el sistema
de ejes y su relacion con la produccién de semillas viables, la periodicidad de
produccién de flores, la fenologia floral, los grados de auto-incompatibilidad y
auto-interferencia, y la compatibilidad inter-especifica en ambos sentidos de
cruzamiento.

(Cap. Il) Para ambas especies, se compararon las producciones de
flores y semillas viables entre brotes anuales de tamarnos contrastantes y
correspondientes a distintas categorias de ejes. Para brotes anuales derivados
de ramas principales, secundarias y cortas se evaluaron los nUmeros de nudos,
inflorescencias estaminadas, inflorescencias pistiladas y yemas axilares, y la
viabilidad de las semillas producidas. EI numero de flores de cada tipo se
relaciond positivamente con el nimero de nudos de los brotes. Brotes largos
tienen proporcionalmente mas inflorescencias pistiladas que brotes cortos. Las
tres categorias de ejes producen ambos tipos de flores en proporcidon directa
con el tamano de sus brotes, pero brotes de ramas principales presentan mas
yemas axilares vegetativas que brotes de ramas secundarias y cortas. Para N.
obliqua, el porcentaje de viabilidad de las semillas derivadas de ramas
secundarias resultdé algo menor que el de las derivadas de ramas principales y
cortas, quiza por ser menor la probabilidad de polinizacién cruzada en las
primeras.

(Cap. ) En ejemplares juveniles-adultos de N. obliqua se evaluo la
viabilidad de semillas en relaciéon a la posicién de las flores en los brotes
anuales y a la altura de las ramas floriferas. La posicién de las flores pistiladas
dentro del brote florifero no afecta su probabilidad de generacion de semillas
viables. Si se observan notables diferencias en el porcentaje de semillas
viables entre ramas altas y ramas bajas. Estas diferencias no estarian
relacionadas con aspectos morfolégicos de los brotes, sino con diferencias en
las probabilidades de polinizacion. Asimismo, existen grandes diferencias inter-
individuales en la produccién de semillas viables.

(Cap. IV) En ramas principales de ambas especies se realizaron analisis
retrospectivos mediante la identificacién de cicatrices de flores y estructuras
vegetativas sobres los ejes, para observar la variacidén inter-anual en la
produccion de flores. En dichas ramas, afos de alta y baja produccion de flores
son mas frecuentes que afnos de produccion intermedia. En afos de alta
floracion, entre 30 y 55% de los nudos de los brotes son floriferos mientras que
en afos de baja floracion menos del 5% de los nudos son floriferos. La
periodicidad de floracién varié entre individuos, observandose ejemplares con
produccién de flores intermedia o alta en afos sucesivos y ejemplares con un
ano de floracién intermedia o alta precedido y seguido por afnos de produccién



muy baja o nula. La variacion inter-anual de la produccién de inflorescencias
estaminadas y pistiladas fue muy similar en N. obliqua, y algo mayor para las
inflorescencias pistiladas en N. nervosa; esto Ultimo puede relacionarse con el
mayor costo meristematico que representan las flores pistiladas en N. nervosa.
La produccion de flores en los brotes del eje principal de las ramas se relacion6
positivamente con la produccién de flores de los brotes laterales. El grado de
similitud en la produccién de flores entre los brotes del eje principal y los de los
brotes laterales vari6é en relacion al tamano de los primeros.

(Cap. V) La fenologia floral en Nothofagus ha sido poco estudiada hasta
el momento, desconociéndose aspectos basicos tales como el periodo de
receptividad de las flores pistiladas. Utilizando ramas floriferas de N. obliqua
colocadas en hidroponia, se aplicaron polinizaciones manuales en distintos
momentos a partir de la antesis (momento a partir del cual los estigmas quedan
expuestos a la llegada de polen) a fin de determinar el periodo de receptividad
de estas flores. Posteriormente se analiz6 la germinacién de los granos de
polen en los estigmas. En ejemplares de vivero de N. obliqua, N. nervosa e
hibridos entre ambas especies, se realizaron observaciones fenoldgicas
determinando fases de maduracion de las flores estaminadas y los momentos
de antesis de las flores pistiladas. Utilizando ramas en hidroponia se evalué el
efecto de la temperatura y la humedad sobre la velocidad de maduracion de las
flores estaminadas. Las flores pistiladas de N. obliqua estarian receptivas
desde el momento en que la hoja tectriz permite la exposicién de los estigmas
(antesis), pudiendo mantenerse receptivas hasta por 15 dias. Existiria un
periodo de maxima receptividad entre tres y seis dias después de la antesis. A
partir del despliegue de las flores estaminadas hasta la liberacion de polen
transcurrieron aproximadamente 30 dias. En cada arbol, la antesis de la
mayoria de las flores pistiladas antecedié al momento de liberacién de polen.
La humedad y temperatura tienen efectos significativos y antagdnicos sobre la
velocidad de maduracién de estas flores. En los brotes anuales existiria alta
probabilidad de solapamiento entre la liberacion de polen y la receptividad de
las flores pistiladas.

(Cap. VI) Las especies aqui estudiadas son auto-incompatibles.
Asimismo existe cierto grado de compatibilidad inter-especifica, evidenciado
por la presencia de hibridos en poblaciones naturales. Poco se conoce sobre
los mecanismos de auto-incompatibilidad, el grado de interferencia sobre la
polinizacion cruzada y el grado de compatibilidad inter-especifica en ambos
sentidos de cruzamiento. En ejemplares N. obliquay N. nervosa, se analizaron
estos aspectos mediante polinizaciones manuales y evaluaciones de la
germinaciéon del polen en los estigmas y la viabilidad de las semillas
producidas. Se confirmd la alta auto-incompatibilidad, la cual se expres6 a nivel
de los estigmas, evitando la germinacién del polen. La auto-polinizacién
interfiere sobre la polinizacién cruzada en caso de precederla, mayormente en
N. nervosa. Se observé cierto grado de inter-fertilidad entre ambas especies,
aunque hubo importantes variaciones inter-individuales en este sentido. La
mayor proporcion de semillas viables se observd mediante polinizacion
cruzada, reforzando la hipoétesis que sostiene que la limitacion polinica es la
principal determinante de la viabilidad de semillas en poblaciones naturales.



Abstract

Nothofagus obliqua and N. nervosa are two species from the temperate forests
of South America, of ecological and economical interest. Knowledge about the
reproductive biology of these species, which is necessary from both practical
and theoretical perspectives, is still scarce. The present work was aimed at
relating the basic architectural features of N. obliqua and N. nervosa with the
production of flowers and seeds and inquiring about the factors conditioning
viable seeds production. Particularly, we planed to analyze: the distribution of
flowers within tree crowns and its relationship with the production of viable
seeds, inter-annual variations in flower production, flowering phenology, and
the degree of self-incompatibility, self-interference and inter-specific
compatibility between N. obliqua and N. nervosa (in both crossing directions)

(Cap. ) For both species the productions of flowers and viable seeds
were compared among annual shoots of contrasting size and derived from axes
of different categories. For annual shoots derived from main branches,
secondary branches and twigs, the numbers of nodes, staminate
inflorescences, pistillate inflorescences and axillary buds, as well the viability of
the produced seeds were evaluated. The number of each kind of inflorescence
was positively related with the number of nodes of the annual shoot. Long
shoots produce proportionally more pistillate inflorescences than short shoots.
The three axis categories produce both types of inflorescences in direct
proportion with the size of their shoots, whereas main branch shoots produce
more axillary buds than shoots derived from secondary branches and twigs. For
N. obliqua seeds derived from secondary branches present a lower percentage
of viability than seeds derived from main branches and twigs, perhaps due to a
lower probability of cross pollen reception in flowers arising from secondary
branches.

(Cap. Ill) For young-adult N. obliqua trees, seed viability was compared
among flowers at different positions within the annual shoot and between
flowers located in low and high branches. The position of pistillate flowers in the
annual shoot did not affect the production of viable seeds. The percentage of
viable seed production was notably higher at low than at high branches. Such
differences would not be related with morphological features of shoots but with
differences in the probabilities of cross-pollen receipt. Large inter-individual
differences on viable seed production were also detected.

(Cap. IV) In main branches of both species, retrospective analyses were
performed by identifying scars left by flowers and vegetative structures on shoot
stems, in order to assess the inter-annual variation of flower production. For
those branches, years of high and low flower production are more frequent than
years of intermediate production. In those years of high flower production,
among 30 to 55% of shoot nodes are floriferous whereas in years of low flower
production, less than 5% of shoot nodes are floriferous. The periodicity of flower
production was variable among co-specific trees, with some trees with high or
intermediate flower production producing in consecutive years and others in
which one year of high or intermediate flower production was preceded and
followed by years of low or null flower production. Inter-annual variation was
similar for the productions of staminate and pistillate inflorescences for N.



obliqua, whereas, in the case of N. nervosa the production of pistillate
inflorescences varied more sharply than that in staminate inflorescences; the
latter result could be related with the higher meristematic costs associated with
the production of pistillate inflorescences for N. nervosa. Flower production in
shoots of the main axis of branches was positively correlated with flower
production of lateral shoots. The size of the shoots of the main axis was related
with the degree of similarity between flower production in such shoots and
lateral shoots.

(Cap. V) Flowering phenology of Nothofagus has been poorly studied so
far, and some basics aspects such as the period of receptivity of pistillate
flowers are still unknown. On hydroponically kept reproductive shoots of N.
obliqua, manual pollinations were performed at different times from anthesis
(time when the stigma becomes accessible to pollen after the unfolding of the
subtending leaf) in order to assess the period of stigmatic receptivity. Then
pollen germination on the stigmas was quantified. For N. obliqua, N. nervosa
and inter-specific hybrid trees growing in a common garden, flower phonologies
were observed in order to identify phenophases of staminate flowers and the
time of anthesis of pistillate flowers. The effects of temperature and air humidity
on the ripening rate of staminate flowers were assessed on hydroponically kept
reproductive branches. Pistillate flowers of N. obliqua are receptive at the time
when the subtending leaf allows stigmatic exposure (considered as anthesis
time in these flowers) and could keep some degree of receptivity as far as 15
days after anthesis. A peak in receptivity was observed between three and six
days after anthesis. The ripening of staminate flowers, from the time when they
become evident during bud-break, and pollen release, lasted about one month.
Within a tree and within a shoot, most pistillate flowers had reached anthesis at
the time of pollen release. Humidity and temperature have both significant and
opposite effects on the ripening rate of staminate flowers. The results suggest a
high probability of overlapping between the periods of pollen release and stigma
receptivity at annual shoot level.

(Cap. VI) Both studied species are described as self-incompatible,
whereas the presence of inter-specific hybrids in natural populations evidences
certain degree of inter-specific compatibility between them. Little is known about
the mechanisms involved on self-incompatibility, the degree of interference
caused by self-pollination on cross-pollination and the degree of inter-specific
compatibility in both crossing directions. These items were studied for N.
obliqua and N. nervosa trees by applying manual pollination and evaluating
pollen germination on the stigmas and the production of viable seeds. A high
level of self-incompatibility was confirmed for both species, as evidenced by the
low rates of self-pollen germination on the stigmas. Self-interference was
observed when self-pollination was applied prior cross-pollination. Such a
pattern was more notable for N. nervosa. Certain degree of inter-fertility was
observed between both species although high inter-individual variation was
evidenced. A high proportion of viable seeds was obtained by manual inter-
specific cross-pollination, reinforcing the hypothesis that pollen limitation would
be the main factor affecting the production of viable seeds in natural
populations.
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Capitulo I: Introduccion General

1.1. La polinizacion en especies arbdreas anemofilas

La transferencia de polen hacia las superficies estigmaticas, o
polinizacion, es un proceso clave en el ciclo de vida de las plantas con flores;
del éxito de este fenébmeno dependen en gran medida la regeneracion y el flujo
génico de sus poblaciones (Lee 1988; Campbell & Waser 1989; Fenster 1991;
William & Adam 1994; Barrett 1998; Knapp et al. 2001; Aizen & Harder 2007).
Como consecuencia de las presiones selectivas asociadas a la liberacion,
transferencia y recepcion de polen, muchas de las caracteristicas morfoldgicas
y quimicas de las flores estan intimamente relacionadas con el tipo de
polinizacion. Existe una gran variedad de estrategias de polinizacion, aunque la
gran mayoria se incluye en uno de dos tipos basicos: polinizacion mediada por
animales (zoofilia) y polinizacién mediada por corrientes de aire (anemofilia;
William & Adam 1994; Ackerman 2000; Leins & Erbar 2010). La idea mas
aceptada en la actualidad es que, en las angiospermas, la anemofilia ha
evolucionado a partir de zoofilia, posiblemente en circunstancias en las que
este Ultimo tipo de polinizacién resultaba desventajoso (Cox & Grubb 1991). La
amplia variedad de familias botanicas que presentan polinizacion anemofila y la
distribucién geografica de esas familias indican que este tipo de polinizacién
evolucioné independientemente en distintos linajes (Ackerman 2000; Friedman
& Barrett 2008). Estudios filogenéticos sugieren que la evolucion de la
anemofilia en las Angiospermas ha ocurrido en asociacion con la presencia de
flores unisexuales aperiantadas y/o poco vistosas, flores pistiladas pequefas
carentes de néctar, con pocos 6vulos y con estigmas prominentes, y flores
estaminadas con estambres péndulos (Friedman & Barrett 2008; Leins & Erbar
2010). En las especies anemodfilas, la liberacidn, transporte e intercambio de
polen entre individuos co-especificos se relaciona directamente con las
condiciones atmosféricas y con la densidad y cercania de individuos
compatibles de la misma especie (Ackerman 2000; Knapp 2001; Rizzi-Longo et
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al. 2005). La anemofilia se asocia a la produccién de grandes cantidades de
polen lo que compensa la aleatoriedad de su transporte por corrientes de aire
(Tormo et al. 1996). Gran parte de las especies anemdfilas son auto-
incompatibles, por lo que es comun encontrar adaptaciones que favorecen la
separacion de las funciones masculina y femenina, evitandose de esta forma la
auto-polinizacién’ y promoviéndose el entrecruzamiento (Lloyd & Webb 1986;
Webb & Lloyd 1986; Ackerman 2000). Es comun que las especies anemdfilas
sean diclino-monoicas (con flores unisexuales en individuos que producen
flores estaminadas y pistiladas) o dioicas (con individuos que producen un solo
tipo de flor).

La gran mayoria de las especies arboreas anemofilas son monoicas y
auto-incompatibles (Steiner & Gregorius 1999; Pound et al. 2002; Allen &
Hiscock 2008). La presencia de ambas funciones en un mismo pie conlleva el
riesgo de que el polen de la misma planta interfiera sobre la polinizacién
cruzada (por polen compatible de la misma especie), ya sea fisicamente,
causando la inactivacion de los estigmas, o fertilizando los évulos dando lugar
a un embrion abortivo. En las especies auto-incompatibles es comun la
presencia de barreras que tienden a disminuir las probabilidades de auto-
polinizacion, y que pueden estar asociadas a los momentos de maduracion de
estambres y carpelos y/o a la distribucion espacial de ambos tipos de 6rganos
(Lloyd & Webb 1986; Webb & Lloyd 1986; Normand et al. 2002; Barrett 2003).
El desfasaje entre los momentos de liberacion de polen y de receptividad de los
estigmas a nivel intra-individual (o intra-floral en las especies con flores
perfectas) se conoce como dicogamia (Webb & Lloyd 1986; Barrett 1998, 2003;
Bai et al. 2006). Muchas especies monoicas presentan algun grado de
dicogamia, pudiendo diferenciarse distintos tipos en relacion al orden de
maduracién de estambres y carpelos (protandria y protoginia), al grado de
separacidon temporal entre la maduracion de ambos tipos de érganos (completa
o incompleta), a las unidades florales involucradas (intra-floral o inter-floral

1 . . . T . . , . . . .2 .

En este trabajo, al estudiarse especies diclino-monoicas, por claridad el término auto-polinizacion sera
utilizado para referirse a la polinizacién de una flor con polen de la misma planta, sin diferenciarse los
términos auto-polinizacién y geitonogamia.
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dependiendo de la presencia de flores perfectas o0 unisexuales
respectivamente), y al grado de sincronia en la maduracion de estambres y
carpelos de las distintas flores de una misma planta (Lloyd & Webb 1986). Por
otra parte, la separacion espacial de estambres y carpelos de una misma
planta se conoce como hercogamia (Webb & Lloyd 1986; Barrett 1998, 2003;
Cesaro et al. 2004). El grado de hercogamia varia entre especies, desde el
distanciamiento entre estambres y estigmas en especies con flores perfectas,
hasta la separacion completa de las funciones masculina y femenina en flores
especializadas.

Por lo tanto, la dinamica de polinizacion de una especie determinada
guarda estrecha relacion con la distribucién temporal y espacial de sus flores.
Abordar estos aspectos de la biologia reproductiva de las plantas, sumandolos
a conocimientos sobre las relaciones de compatibilidad intra-individual, intra-
especifica e inter-especifica, permite una mejor comprension de las variables
que condicionan la produccion de semillas en una especie determinada. Los
estudios referidos a la distribucion temporal de las fases estaminada y pistilada
de plantas de una especie implican seguimientos fenol6gicos precisos de las
flores que permitan registrar los momentos de liberacion de polen y de
receptividad de los estigmas. En el caso de las especies arbdreas se incorpora
a esta problematica la complejidad arquitectural, que implica que el
conocimiento de la distribucién espacial de estambres y estigmas requiera del
analisis no sélo de la morfologia y el desarrollo de las flores, sino también de la
distribucion de los ejes floriferos en la arquitectura del arbol y de la disposicién
de las flores en dichos ejes.

Entre las especies de Angiospermas arboéreas de zonas templadas y
frias son comunes aquellas con flores pequefias y agrupadas en
inflorescencias densas (Ackerman 2000). Un gran conjunto de especies con
estas caracteristicas se suele incluir en el orden Fagales (Takhtajan 1997), el
cual abarca numerosas especies diclino-monoicas con polinizacion anemdfila.
En éstas, como en otras especies arboreas anemofilas, las flores suelen
encontrarse en la periferia de la copa y se desarrollan con antelacion a las

hojas correspondientes al mismo periodo de crecimiento, lo que facilita la
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dispersion del polen (Waller 1988; Williams & Adam 1994; Ackerman 2000). La
distribucién de las flores a lo largo de los ejes sblo ha sido estudiada para
algunas de las especies del orden Fagales y, en general, en forma cualitativa
(e.g. Kaul 1986; Puntieri et al. 2009). Es sabido que en algunas especies de los
géneros Betula (abedules; Ishihara & Kikuzawa 2004), Juglans (nogales;
Sabatier et al. 1998) y Quercus (robles; Kaul & Abbe 1984), las flores
estaminadas y pistiladas se desarrollan sobre diferentes ejes. Para la mayoria
de estas especies no se dispone de informacidn precisa acerca de los tiempos
de antesis y sus relaciones con la localizacion de las flores. Las diferencias de
localizacion entre las flores pistiladas y las estaminadas a lo largo de los ejes
pueden determinar diferencias en los tiempos de maduracion entre ambos tipos
florales y afectar tanto la dispersién del polen como sus probabilidades de
alcanzar los estigmas. Tales diferencias afectarian las tasas de auto-
polinizacion y de polinizacién cruzada en particular en aquellas especies en las
cuales las flores se disponen en inflorescencias paucifloras (que, en contraste
con las inflorescencias plurifloras, presentan periodos de desarrollo cortos),
como ocurre en las del género Nothofagus.

1.2. Arquitectura y biologia reproductiva

Puede argumentarse que la distribucion de las flores en las plantas es el
resultado de un conjunto de factores asociados al costo de la
floracion/fructificacién en términos de recursos y meristemas, y a la dinamica
de polinizacién (Waller 1988; Karlsson & Méndez 2005). Sin embargo, la
distribucidén de las flores en la copa de los arboles se ha estudiado en pocas
ocasiones. Esta deficiencia se debe, en parte, a la falta de adopcion de criterios
que permitan la evaluacién de la morfologia y la distribucién espacial de los
ejes florales. Los estudios referidos a la descripcibn de la estructura,
crecimiento y disposicion de los ejes que componen un arbol son relativamente
recientes y han progresado notablemente a partir de los trabajos de F. Hallé, R.
Oldeman y P. Tomlinson en las décadas de 1960 y 1970 (Hallé & Oldeman
1970; Hallé et al. 1978). Estos estudios, que incorporaron nociones basicas de
descripcién de la morfologia de las plantas, permitieron desarrollar los
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conceptos que dan sustento a la disciplina integradora denominada
“Arquitectura Vegetal”. Esta disciplina es reconocida actualmente como una
rama de la Morfologia Vegetal que estudia de manera particular el resultado
estructural de la interaccién entre procesos endégenos y factores ambientales
(Barthélémy & Caraglio 2007).

Debido a que las plantas se construyen en forma modular, el estudio de
su arquitectura debe abordarse desde distintas escalas de analisis. El sistema
caulinar de cada planta se compone de ejes, constituidos por secuencias de
nudos y entrenudos que siguen, en su conjunto, un desarrollo
aproximadamente rectilineo. La caracterizacién de los ejes de una especie
particular incluye aspectos relacionados con: (a) el crecimiento primario
(diferenciacién de oOrganos a partir de meristemas y alargamiento de esos
organos), (b) la ramificacién, (c) la sexualidad, (d) la orientacién espacial y (e)
la topologia.

(a) Respecto de la dinamica de crecimiento primario de los ejes, se
diferencian dos patrones basicos: crecimiento continuo y crecimiento ritmico
(Fig. I.1A, B; Hallé & Martin 1968; Hallé et al. 1978). El crecimiento continuo, es
comun en especies de climas tropicales y se caracteriza porque los ejes crecen
siempre que las condiciones ambientales lo permitan, sin que ocurran
detenciones enddgenas del crecimiento (Fig. 1.1A). En la mayoria de las
plantas de climas templados el crecimiento longitudinal de los ejes tiene lugar
en forma ritmica, respondiendo a la alternancia de fases de actividad y fases de
reposo de sus meristemas apicales. Por esta razdn es frecuente reconocer, en
cada eje, unidades estructurales resultantes de esa alternancia de fases, que
se denominan unidades de alargamiento (UA; Fig. 1.1B, C). Dado que los ejes
de plantas de zonas templadas comunmente crecen mediante el alargamiento
de una de estas unidades por afio, es comun que para las plantas lefiosas de
esas regiones se emplee la expresion "brote anual" en referencia a esas
unidades. Segun el numero de UA producidas por afo se distinguen el
crecimiento monociclico (una UA por afo; Fig. 1.1C) y el crecimiento policiclico
(dos 0 mas UA por ano; Thiébaut et al. 1981; Cabanettes et al. 1995; Caraglio
& Barthélemy 1997; Collet et al.1997). Es decir que, en las especies con
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crecimiento monociclico, un brote anual es definido como la porcién de un eje
desarrollada en una estacion de crecimiento. El desarrollo de la estructura
tridimensional de estas especies depende de la diferenciacion y el alargamiento
de sus UA. Por lo tanto, cualquier estudio arquitectural demanda, en primera
instancia, la descripcién de la forma en que se desarrollan las UA. Otros
aspectos que deben considerarse en la descripcidén del crecimiento primario de
las UA son la persistencia del meristema apical y la relaciéon entre el momento
en que sus 6rganos se diferencian a partir de un meristema y el momento en
que esos 6rganos completan su desarrollo (es decir, se alargan). En cuanto al
primer aspecto, se distinguen ejes con crecimiento determinado, en los cuales
el meristema apical pierde su funcionalidad o muere luego de la extension del
eje, y ejes con crecimiento indeterminado, en los cuales el meristema apical
persiste indefinidamente. Los nudos y entrenudos que componen una UA
pueden diferenciarse durante una etapa y alargarse posteriormente, en cuyo
caso se los considera o6rganos preformados, o diferenciarse y alargarse
simultaneamente, considerandoselos érganos neoformados. Asi, un brote
anual puede constituirse exclusivamente de érganos preformados o de 6rganos
neoformados, o estar integrado por ambos tipos de érganos (Puntieri et al.
2002, 2007; Barthélemy & Caraglio 2007).
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Figura I.1: Patrones de crecimiento primario; (A) crecimiento continuo y (B)
crecimiento ritmico. (C) Ejemplo de una sucesidén de unidades de alargamiento
(UA) en una especie de crecimiento ritmico y monociclico.

El crecimiento longitudinal de los ejes determina su capacidad exploratoria. Por
otra parte, el aprovechamiento del espacio circundante de los ejes depende de
su expansion lateral, la cual es funcion del proceso de ramificacién (Puntieri et
al. 1998; Barthélemy & Caraglio 2007).

(b) La ramificacion de los ejes se describe segun el tipo de meristema de
origen, el momento en que ocurre, el tipo de crecimiento del eje portador y las

posiciones en las que se desarrolla la ramificacién. Las ramas se originan
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mayormente a partir de meristemas laterales ubicados en las axilas de las
hojas. Esta ramificacién puede ocurrir en forma simultanea con el alargamiento
del eje portador (ramificacion inmediata o siléptica) o puede ocurrir en forma
diferida. En este ultimo caso, el meristema axilar pasa por un periodo de
reposo antes del alargamiento de la rama. Cuando el eje ramificado presenta
crecimiento determinado, se dice que la ramificacion es simpodial y se
contrapone a la ramificacion monopodial, en la cual el eje ramificado presenta
crecimiento indeterminado (Barthélémy et al. 2007). Por otra parte, la
ramificacion se clasifica segun la posicion de las ramas en el brote portador y la
posicion de las ramas relativa a otras ramas.

(c) La sexualidad implica, simplemente, si el eje porta 0 no estructuras
reproductivas, el tipo de estructuras que son portadas (productoras de sacos
polinicos y/o de 6vulos) y en qué posiciones se desarrollan esas estructuras en
el eje (axilares o terminales).

(d) La orientacion espacial de un eje se describe, tradicionalmente, como
ortotropica, cuando el eje crece verticalmente y presenta simetria radial, es
decir sus hojas se disponen en forma espiralada, opuesta o verticilada. Por otro
lado, la orientacion se describe como plagiotropica cuando el eje se dispone en
forma inclinada u horizontal y con simetria bilateral como consecuencia de la
disposicion distica de las hojas. Dado que ortotropia y plagiotropia se definen
por la convergencia de dos caracteres que con frecuencia no se presentan
combinados (por ejemplo ejes verticales con simetria bilateral), suele preferirse
describir la orientacion de los ejes como vertical, inclinada y horizontal
(Barthélémy & Caraglio 2007).

(e) La topologia indica la ubicacién de un eje en una planta. El contexto
topolégico permite considerar las variaciones en la estructura de los brotes
relacionadas con su ubicacion espacial en la estructura general de la planta.

A partir del analisis de estas caracteristicas, es posible determinar el
grado de diferenciacion de los ejes de las plantas. En cada especie vegetal es
comun que los ejes que integran la copa de una planta se diferencien entre si
en su morfologia, lo cual se ha vinculado con atributos funcionales (Barthélémy
& Caraglio 2007). Trabajos recientes se refieren a los tipos de ejes que es
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posible identificar en un individuo como categorias de ejes (por ej. Heuret et al.
2003; Stecconi et al. 2010). A lo largo de la ontogenia de una planta, es posible
identificar ejes que difieren estructural y funcionalmente, en mayor o menor
medida dependiendo de la especie en cuestién (Tomlinson 1978; Barthélémy et
al. 1999; Grosfeld 1999; Puntieri et al. 2003; Stecconi 2006; Puntieri & Ghirardi
2010). En términos generales, las caracteristicas que diferencian a las distintas
categorias de ejes se asocian con el grado de diferenciacion o “edad
fisiolégica” de los meristemas que originan los ejes. Por ejemplo, cuando un
meristema es capaz de producir una variedad nula o baja de ejes laterales,
como en el caso de las ramas cortas que no se ramifican (como los
braquiblastos de Pinus spp.; Kozlowski 1971) o que producen solamente otras
ramas cortas (por ej. en Fagus sylvatica; Nicolini & Chanson 1999), se
considera que éste ha alcanzado un alto grado de diferenciacién o que se
encuentra fisioldgicamente envejecido. Por el contrario, meristemas poco
diferenciados o fisiologicamente jovenes dan lugar a ejes de crecimiento
vigoroso y gran capacidad de ramificacion. El numero de categorias de ejes y
el grado de especializacidén de las mismas es variable entre especies. Cuando
en un arbol es posible identificar todas las categorias de eje que éste puede
expresar, lo cual es una caracteristica especifica, se dice que el mismo ha
completado su unidad arquitectural (Barthélémy & Caraglio 2007). A lo largo de
la ontogenia en muchas especies suelen ocurrir duplicaciones parciales o
totales de la unidad arquitectural, las cuales son conocidas como reiteraciones.

Los criterios que se han adoptado en los estudios arquitecturales para
distinguir las categorias de ejes en una determinada especie se basan,
principalmente, en atributos vegetativos. Aspectos reproductivos son
observados s6lo en forma cualitativa, y la presencia de flores es considerada
una etapa morfogenética altamente avanzada o de elevada edad fisiolégica de
los meristemas (Barthélémy 1988). Este criterio resulta apropiado en aquellas
especies en las cuales la produccidn de flores esta restringida a una categoria
de ejes en particular. Por ejemplo, en la especie patagonica Araucaria
araucana, pueden distinguirse tres categorias de ejes: el tronco y dos

categorias de ramas, y sblo las ramas mas diferenciadas desarrollan
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estructuras reproductivas (Grosfeld et al. 1999). De la misma manera, en
Cedrus atlantica la produccién de estructuras reproductivas sélo ocurre en las
ramas mas diferenciadas, poco longevas y no ramificadas (Sabatier &
Barthélémy 1999). Sin embargo, en muchas especies arbéreas, la presencia de
flores no esté restringida a una sola categoria de ejes (Puntieri et al. 2009). En
tales casos, es posible que existan diferencias cuantitativas en la expresién de
la sexualidad de las distintas categorias de ejes, en relacion con sus distintos
grados de diferenciacién (Suzuki 2000). El andlisis de las diferencias
cuantitativas en la produccién de flores de distintas categorias de ejes permite
conocer patrones de distribucion de las flores en la copa.

La distribucién de estructuras reproductivas en las distintas categorias de
ejes que componen la copa depende de un conjunto complejo de factores. Por
esto, en las especies arboéreas resulta de gran interés integrar el estudio de
algunos aspectos de su ecologia reproductiva adoptando criterios
arquitecturales. Considerando los aspectos antes mencionados, la
caracterizacion arquitectural de una especie determinada brinda un marco de
referencia a partir del cual es posible analizar y comparar distintas
caracteristicas de los ejes, tanto vegetativas como reproductivas. Dentro de un
contexto arquitectural conocido, para una especie determinada es posible
abordar el andlisis de la distribucidén de las flores, lo cual, hasta el momento, se
ha realizado para pocas especies (Ishihara & Kikuzawa 2004). Estudios de este
tipo serian de gran utilidad en la comprensién de la biologia reproductiva de las
especies arbdreas. La distribucion de las flores podria tener incidencia en la
dindmica de polinizacion y la produccion de semillas viables, asi como también
sobre los costos reproductivos y, asociado a esto, sobre las variaciones inter-
anuales en la produccion de flores que exhiben varias especies arboreas

anemofilas.

1.3. Las especies estudiadas

1.3.1. Relevancia de los Nothofagus
El género Nothofagus incluye 35 especies arboéreas distribuidas en los bosques

templados del Hemisferio Sur. Actualmente se reconocen 9 especies en
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Sudamérica, 4 en Nueva Zelanda, 2 en Australia, 2 en Tasmania, 14 en Nueva
Guinea y 5 en Nueva Caledonia. Antiguamente se incluia a los Nothofagus
dentro de la familia Fagaceae aunque estudios posteriores sugirieron
separarlos en la familia monogenérica Nothofagaceae, dentro de la cual se
distinguen cuatro subgéneros: Nothofagus, Fuscospora, Lophozonia y
Brassospora (Hill 1992; Hill & Jordan 1993; Manos 1997). Excepto el ultimo, los
demas subgéneros estan representados en Sudamérica. Seis especies, 4 del
subgénero Nothofagus y 2 de Lophozonia, habitan en Argentina (Donoso
1987).

Los Nothofagus han sido foco de distintas areas de estudio debido a su
importancia ecoldgica, evolutiva y econdmica. Estas especies son actual e
histéricamente un componente de principal importancia de los bosques
templados del Hemisferio Sur (por ej. Ramirez 1987; Veblen 1996; Read et al.
2010), donde ocupan amplios rangos latitudinal y altitudinal, por lo que estan
presentes en diversos ambientes (Donoso 1987; Veblen 1996). Por su historia
evolutiva y vasto registro fosil, este género ha sido considerado una pieza clave
para reconstruir la historia biogeografica de los bosques del Hemisferio Sur
(Swenson et al. 2000, 2001; Moreira Mufioz 2004). La distribucion geografica
de las especies de Nothofagus y las relaciones filogenéticas entre las mismas
se han estudiado a fin de comprender fenomenos de dispersion y especiacion
transocednica (Manos 1997). Por muchos anos han existido controversias
respecto del origen y diversificacion de estas especies, centradas en las
hipotesis de vicarianza y dispersidn transoceanica como posibles explicaciones
de sus distribuciones actuales (Heads 1985; Linder & Crisp 1995; Manos 1997;
Moreira Mufioz 2004). Si bien por algunos anos la hipétesis de vicarianza ha
sido la mas aceptada, estudios realizados con técnicas moleculares modernas
sostienen que la distribucidén actual de las especies de Nothofagus es producto
no solo de la deriva continental, sino también de fendmenos de dispersion a
larga distancia (Knapp et al. 1995). Por otra parte, la gran importancia
econdmica de los Nothofagus ha estimulado su estudio con fines productivos.
Muchas de estas especies producen madera de alta calidad, siendo de las
mejores entre las especies forestales de los bosques templados de Sudamérica

11



Capitulo |

(Tortorelli 2009). Esto ha impulsado cultivos con el objetivo de analizar su
potencial como especies forestales (Stewart 1979; Tuley 1980; Destremau
1988).

Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst y N. nervosa (Phil.) Krasser (= N. alpina
(Poepp et Endl.) Oerst.), ambas incluidas en el subgénero Lophozonia, son dos
de las especies de Nothofagus con mayor potencial productivo, debido a su
rapido crecimiento y a la buena calidad de su madera (Lebedeff 1942; Tuley
1980; Destremau 1988). Ambas especies estdn mayormente distribuidas en
Chile, mientras que sus distribuciones en Argentina son menores y muy
fragmentadas (Fig. 1.2). Estudios recientes han demostrado que las
poblaciones ubicadas en Argentina serian de gran importancia en términos de
biodiversidad, puesto que algunas de ellas presentan alta diversidad genética
(Marchelli & Gallo 2004, 2006; Azpilicueta et al. 2009). En Chile, Nothofagus
obliqua habita entre los 33° y los 41° 30’ S, ocupando la Cordillera de la Costa y
la Depresidn Central, asi como la vertiente oeste de la Cordillera de los Andes
(Donoso et al. 2004). En Argentina, esta especie estd presente en una
superficie de 33.859 ha, ocupando un rango latitudinal comprendido entre los
362 48’S, en las lagunas de Epulafquen en el norte de la provincia de Neuquén,
y los 40° 14’ S, en la cuenca del lago Lacar (Gallo et al.2000; Sabatier et al.
2011; Fig. 1.2). En Argentina esta especie se distribuye entre 630 y 1200 m
s.n.m., con mayor abundancia por debajo de los 800 m s.n.m. (Sabatier et al.
2011). Nothofagus nervosa se encuentra en Chile entre los 35°58’ y 41215’ S.
Su area de distribucion en Argentina comprende 79.636 ha ubicadas entre los
392 21’ y los 40° 35’ S y distribucién altitudinal comprende, aproximadamente,
entre 800 y 1.350 m s.n.m. (Sabatier et al 2011; Fig. 1.2). En Argentina, las
distribuciones de N. obliqua y N. nervosa se superponen en unas 18.000 ha.
Debido a las diferencias en la distribucion altitudinal entre ambas especies,
poblaciones mixtas ocurren en los limites altitudinales superior e inferior de N.
obliqua y N. nervosa respectivamente (Donoso et al.2004). En las areas de
simpatria se han encontrado hibridos naturales entre estas dos especies, los
cuales han sido caracterizados mediante la utilizacion de marcadores genéticos

iso-enzimaticos (Gallo et al. 1997).
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Figura 1.2: Areas de distribucién natural de N. obliqua (roble pellin) y N.
nervosa (rauli) en territorio Argentino (extraido de Sabatier et al. 2011).
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1.3.2. Las poblaciones sudamericanas de N. obliqua y N. nervosa
Historicamente, la actividad antrépica ha afectado seriamente a las poblaciones
naturales de Nothofagus de Sudamérica, principalmente en Chile (Ormazébal &
Benoit 1987; Gutiérrez 2003). La pérdida de miles de hectareas de bosques de
Nothofagus se ha debido principalmente a la tala para uso maderero, a la
quema de bosques para la expansiéon del territorio agricola-ganadero y a la
sustitucién del bosque nativo por especies forestales exoticas. La explotacidon
de las especies de Nothofagus ha afectado tanto la extension de sus
poblaciones, como su diversidad y calidad genética, ya que por muchos afos
se realizaron extracciones selectivas de los individuos fenotipicamente mas
Utiles para la extraccién de madera (Lebedeff 1942; Ormazabal & Benoit 1987).
Nothofagus obliquay N. nervosa han sido de las especies mas explotadas
en esta regién debido a que su madera esta entre las mejores de los bosques
Andino-Patagonicos (Loewe et al. 19984, b; Donoso et al. 2006). En Argentina
y Chile se han impulsado, desde hace mas de 15 afos, programas de
conservacion y uso de los recursos genéticos de N. nervosay N. obliqua (Gallo
1993). Numerosos ensayos genéticos han sido instalados a campo con los
objetivos de estudiar las variaciones intra-especificas asociadas a la
distribucidén geografica y de seleccionar procedencias, familias e individuos con
fines de recuperacion ecosistémica y de produccién de madera, de modo de
disminuir la presion sobre el bosque nativo (ej. Ipinza et al. 2000; Gallo et al.
2000). Si bien se han producido importantes avances en aspectos genéticos,
arquitecturales y ecoldgicos de Nothofagus (Gallo et al. 1997; Puntieri et al.
1998; Barthélémy et al. 1999; Stecconi et al. 2000; Gallo 2004; Marchelli &
Gallo 2004; Donoso 2006; Puntieri et al. 2006, entre otros), pocos estudios se
enfocaron en su biologia reproductiva (Riveros et al. 1995a, b; Baez et al.
2002). El progreso de los programas de manejo y conservacién demanda, entre
otras cosas, el avance en el conocimiento tedrico y experimental de ciertos
aspectos de la biologia reproductiva de estas especies que aun se
desconocen. Asimismo, los estudios en esta teméatica son necesarios a fin de

comprender los procesos que condicionan la producciéon de semillas viables en
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poblaciones naturales, a menudo muy escasa (Riveros et al. 1995b;
Bahamonde et al. 2001)

1.3.3. Arquitectura de Nothofagus

En los ultimos afios se han realizado varios estudios referidos a la
arquitectura de las especies sudamericanas de Nothofagus. Los mismos han
avanzado sobre la descripcion de la morfologia y modo de desarrollo de las
unidades estructurales, la caracterizacion de las categorias de ejes que
integran la copa y los cambios en la morfologia y el crecimiento que ocurren a
lo largo de la vida de los individuos (Barthélémy et al. 1999; Puntieri et al. 2002,
2003; Guédon et al. 2006; Puntieri & Ghirardi 2010; Stecconi 2010). Los brotes
anuales de Nothofagus presentan, en su porcion mas proximal, varios
entrenudos cortos cuyos nudos respectivos portan catafilos (hojas no
fotosintéticas); esta porcion es Gtil como marcador de limites del crecimiento
anual. Distalmente respecto de esa porcidén hay otra constituida por entrenudos
largos y nudos portadores de hojas fotosintéticas o nomofilos (Barthélémy et al.
1999). Estos brotes se componen de una unidad de alargamiento, es decir,
presentan crecimiento monociclico (Puntieri et al. 1998; Stecconi et al. 2000;
Torres et al. 2009). Los brotes anuales en Nothofagus se constituyen
mayormente de O6rganos preformados aunque es comun que los brotes
vigorosos desarrollen 6rganos neoformados hacia el final de la estacion de
crecimiento (Puntieri et al. 1998, 2000; Guédon et al. 2006). El numero de
organos preformados en la yema varia segun un gradiente creciente desde
yemas proximales a yemas distales sobre el mismo brote portador, es decir,
yemas ubicadas distalmente presentan mas dérganos preformados que las
yemas ubicadas en posiciones mas proximales (Souza et al. 2000). En el caso
de los brotes floriferos, las flores se desarrollan en la axila de catafilos o
nomofilos preformados (Puntieri et al. 2009). La floracion en estas especies se
relaciona con el inicio del periodo de crecimiento, en plena brotacion (Rusch
1993).

La ramificacion de los ejes en Nothofagus se describe, principalmente,
como diferida en un afno, es decir que las ramas de un eje se inician en el
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periodo de crecimiento siguiente a aquel en el que se desarroll6 el brote que
las porta (Barthélémy et al. 1999). Sin embargo, puede ocurrir que un brote se
ramifique durante su alargamiento, algo relativamente frecuente en el tronco de
ejemplares juveniles (Barthélémy et al. 1999). En la ramificacion diferida de los
Nothofagus es posible observar un aumento de vigor de las ramas desde las
posiciones proximales a las distales del brote portador (Souza et al. 2000;
Stecconi et al. 2000; Puntieri et al. 1998, 2003; Puntieri & Ghirardi 2010). De
este gradiente deriva la diferenciacion de distintas categorias de ejes,
claramente evidentes en los ejemplares juveniles-adultos, a saber: (1) el tronco,
(2) las ramas principales, (3) las ramas secundarias y (4) las ramas cortas,
(Barthélémy et al. 1999; Puntieri et al. 2003; ver Fig. 11.1). Los brotes derivados
de las diferentes categorias de ejes difieren principalmente en cuanto a su
longitud, diametro y nimero de hojas, y a su capacidad de producir érganos
neoformados (Puntieri et al. 2003; Guédon et al. 2006). Estas caracteristicas se
consideran asociadas al nivel de diferenciacién del eje involucrado. Siguiendo
este concepto, las ramas principales se encuentran en un nivel de
diferenciacién bajo (poco diferenciadas) y las ramas cortas en un nivel de
diferenciacién alto (muy diferenciadas). Si bien en los Nothofagus los brotes de
ramas principales, secundarias y cortas pueden producir ambos tipos de flores,
las diferencias antes mencionadas entre los distintos ejes podrian relacionarse
con el desarrollo tanto cualitativo como cuantitativo, de flores y de semillas.
Hasta el momento, no se han realizado comparaciones de la capacidad de
produccion de flores entre ejes de diferentes categorias para las especies de
Nothofagus.

Los conocimientos citados anteriormente brindan un marco apropiado
para estudiar la distribucién de las flores a distintas escalas de analisis. A partir
de la identificacidén de los limites de crecimiento anual y de las distintas
categorias de ejes, es posible analizar los patrones de ubicacion de las flores
en las ramas y las variaciones inter-anuales en la produccién de cada tipo de
flor.
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1.3.4. Biologia reproductiva de Nothofagus

Nothofagus obliqua y N. nervosa, como el resto de las especies del
género, son diclino-monoicas. Debido a que afos de alta produccion de flores
en estas especies ocurren luego de uno o varios anos de produccién baja, su
floracion suele describirse como ciclica (Marchelli & Gallo 1999; Ipinza &
Espejo 2000; Donoso et al. 2004). En N. obliqua y N. nervosa las flores
estaminadas se reunen en inflorescencias 1- a 3-floras; en otras especies del
mismo género el numero de flores por inflorescencia puede ser mayor (Holden
& McPherson 1982; Correa 1984; Rozefelds & Drinnan 1998). Estas flores
poseen numerosos estambres exertos a la madurez y estdn cubiertas por un
perianto poco vistoso (Fig. |.3; Picca 1998). Las flores pistiladas son de tamario
pequeiio (menos de 1 mm de didmetro) y aperiantadas, y poseen estigmas
sésiles. En la mayoria de los Nothofagus sudamericanos, estas flores se
reunen en inflorescencias 3-floras. La flor central de cada inflorescencia es 2-
carpelar y las dos laterales 3-carpelares (Fig. |.4; Correa 1984; Picca 1998). En
concordancia, la flor central presenta dos y las laterales tres l6culos bi-
ovulados, aunque sélo un 6vulo por flor se desarrolla como semilla, por lo que
los frutos son uni-seminados (Poole 1952). Hasta el momento no he
encontrado informacién acerca de si el 6vulo que se desarrolla como semilla es
el primero en ser fertilizado o no. Al igual que en la familia Fagaceae, las
inflorescencias de los Nothofagus se caracterizan por presentar una cupula
persistente y lignificada a la madurez, la cual seria de origen caulinar (Picca
1998; Rozefelds & Drinnan 2002). En el caso de N. obliquay N. nervosa, la
cupula se compone de cuatro valvas, las cuales se abren a la madurez

permitiendo la liberacion de los frutos.
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Pedtinculo Estambr’e_s' :

3

Figura 1.3: Aspecto general de una inflorescencia estaminada de Nothofagus
nervosa.

Inflorescencia
Pistilada

Ovulos

Figura 1.4: Inflorescencias pistiladas de Nothofagus: (A) aspecto general de la
inflorescencia y los estigmas; (B) corte longitudinal; (C) corte transversal.
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En los Nothofagus, las inflorescencias estaminadas y pistiladas se desarrollan
en brotes anuales que comunmente portan ambos tipos de flores (Puntieri et al.
2009). Las inflorescencias estaminadas se ubican en nudos proximales del
brote anual, en las axilas de catafilos o nomofilos. Las inflorescencias
femeninas ocupan nudos distales con respecto a aquellos en los que se
desarrollan inflorescencias estaminadas, en las axilas de nomofilos. En N.
obliqua, es comun que los nudos portadores de inflorescencias estaminadas y
pistiladas sean consecutivos en el brote anual, mientras que en N. nervosa, se
presentan, en promedio, 4 a 5 nudos desprovistos de flores (cada uno con una
yema axilar) entre ambos tipos de inflorescencias (Fig. 1.4; Puntieri et al. 2009).
Brotes unisexuales son poco frecuentes en estas especies, y en éstos la
disposicion de cada tipo de inflorescencia mantiene el mismo patrén observado
en los brotes que portan ambos tipos florales. Se han encontrado, en los brotes
floriferos, variaciones en el nimero de nudos con inflorescencias estaminadas
de entre 0 y 8 para N. nervosay de entre 0 y 12 en N. obliqua, y variaciones en
el niumero de nudos con inflorescencias pistiladas de entre 0 y 9 para ambas
especies (Puntieri et al. 2009). Hasta el momento se desconoce cémo es el
patron de distribucion en los arboles de los brotes con diferentes niveles de
floracion. Para el trabajo citado, los brotes floriferos analizados fueron tomados
al azar, sin considerar categorias de ejes. Si se toman en cuenta los
parametros de organizacién de la arquitectura de cada especie, seria posible

explicar las variaciones mencionadas en la distribucién de las flores.
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2 Inflorescencias pistiladas

T Inflorescencias estaminadas
¢ Yemas

:ié" Catafilos

N. obliqua N. nervosa

Figura 1.4: Brotes floriferos de N. obliquay N. nervosa, indicando la distribucién
de ambos tipos de inflorescencias en las dos especies.

La produccién de flores y semillas en Nothofagus presenta alta variacion inter-
anual, observandose anos de alta, moderada y baja produccion de semillas
(Ipinza & Espejo 2000; Donoso 2004; Burgos et al. 2008), lo cual es comun en
especies arboreas de climas templados (Manson et al. 1974; Nilsson &
Wastljung 1987; Smith 1990; Schauber 2002; Buonaccorsi 2003; Mooney
2011). La evolucion de la produccién ciclica de flores se ha explicado mediante
diferentes hipétesis basadas en la disponibilidad de recursos, eficiencia de la
polinizacion, saciedad de predadores y aprovechamiento de afos con
condiciones ambientales favorables, entre otros factores (Kelly 1994; Herrera et
al. 1998; Schauber 2002). No obstante, la explicacién mas satisfactoria hasta el
momento plantea, para las especies anemdfilas, que anos de produccion
masiva de flores favorecen el intercambio polinico y la fertilizacion de 6vulos
(Smith et al. 1990; Kelly 1994; Kelly et al. 2001). En el caso de los Nothofagus,
al igual que en especies emparentadas, esta hipotesis es apoyada por el hecho
que en los anos de floracidén masiva, la proporcién de semillas viables es mayor
que en los afnos de floracion moderada o baja (Nilsson & Wastljung 1987;

Marchelli & Gallo 1999). Estudiando distintas poblaciones de N. nervosa se ha
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estimado que ocurre un pico de alta producciéon de semillas cada dos arnos
(Marchelli & Gallo 1999). Esta periodicidad de dos afios en la produccién de
semillas se ha observado en la mayoria de las especies sudamericanas de
Nothofagus, excepto en N. obliqua, que presentaria una periodicidad de tres
anos (Donoso 2006). Algunas observaciones realizadas por Marchelli y Gallo
(1999) sugieren que la calidad del sitio podria influir en la periodicidad de la
produccién de semillas. Sin embargo, la variacién en la produccion de flores en
Nothofagus se ha cuantificado mayormente a escala poblacional y s6lo en base
a la recoleccion de semillas. Las variaciones inter-anuales en la produccion de
cada tipo de flor no se han estudiado a nivel individual hasta el momento.

Al igual que la mayoria de las especies arboreas anemdfilas, los
Nothofagus presentan alto grado de auto-incompatibilidad (Clausen 1966;
Riveros et al. 1995a; Yacine & Bouras 1997; Steiner & Gregorius 1999). Para
varias especies sudamericanas, incluida N. obliqua, se ha cuantificado el
porcentaje de semillas viables luego de aplicar auto-polinizacion manual,
encontrandose valores notablemente bajos (Riveros et al. 1995b). Sin embargo
no se han realizado estudios detallados que permitan estimar la probabilidad de
auto-polinizacion tomando en cuenta los momentos de liberaciéon de polen y
receptividad de los estigmas en el mismo individuo. Esto se debe, en principio,
a que el pequeno tamano de las flores pistiladas en Nothofagus dificulta la
estimacién del periodo de receptividad de las mismas. Por otra parte, tampoco
se ha evaluado el grado de interferencia debida a la auto-polinizacion ni el nivel
al cual actuan las barreras de auto-incompatibilidad. De modo que no es
posible estimar en qué medida la demostrada auto-incompatibilidad afecta a la
produccién de semillas en poblaciones naturales.

La hibridacién entre N. obliqua y N. nervosa se ha documentado en
numerosas ocasiones, destacandose que los hibridos podrian presentar
buenas aptitudes desde el punto de vista forestal (Stewart 1979; Tuley 1980;
Donoso et al. 1990; Gallo et al. 1997). Observaciones a campo sugieren que
dicha hibridaciéon ocurre, en las poblaciones naturales, principalmente en la
direccion N. nervosa x N. obliqua, es decir que la primera especie actua como

receptora y la segunda como dadora de polen (Gallo et al. 1997; Gallo 2004).
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El grado de compatibilidad en ambos sentidos de cruzamiento no ha sido
estudiado experimentalmente hasta el momento.

El conocimiento de la biologia reproductiva de las especies de Nothofagus
es de cabal importancia para la preservaciéon y la seleccion artificial de estas
especies con fines forestales. Sin embargo, los estudios que abordan esta
tematica son escasos. Trabajos recientes abarcan determinados aspectos
relacionados con la reproduccién tales como la fenologia (Rusch 1993; Prémoli
et al. 2007). Los estudios mas especificos acerca de la biologia reproductiva de
Nothofagus se han realizado en Chile (Riveros et al. 1995a, b). Sin embargo, la
fenologia floral ha sido poco detallada, realizdndose a escala poblacional y
careciendo de la delimitacion del periodo de receptividad de las flores
pistiladas. Por lo tanto las etapas de maduracién tanto de las flores pistiladas
como de las estaminadas no han sido descriptas en trabajos cientificos. La
distribuciéon de las flores estaminadas y pistiladas, un aspecto igualmente
basico y relevante en la biologia reproductiva de estas especies, se ha
estudiado solo en forma parcial (Hoffmann & Alliende 1982; Correa 1984). La
contribucion mas reciente en este sentido ha permitido modelizar las
distribuciones de los tipos florales de N. nervosa y N. obliqua a nivel de brote
anual pero no a nivel de ejes o de individuos ni a lo largo de la ontogenia
(Puntieri et al. 2009).

Un mejor conocimiento de aspectos basicos de la biologia floral de las
especies de Nothofagus permitiria explicar fendmenos de gran interés cientifico
que hasta el momento se encuentran insuficientemente comprendidos. Entre
éstos se encuentran las variaciones inter-anuales e inter-individuales en la
produccién de flores y semillas y el desarrollo de ejemplares hibridos entre dos
especies. Tampoco es posible, a partir de la informacién disponible, conocer si
la separacion fenologica de los dos tipos florales a nivel intra-individual es total
o parcial (dicogamia total o parcial, Lloyd y Webb 1986) y si las distancias
temporales y espaciales entre ambos tipos florales a nivel individual inciden en
el desarrollo de semillas viables (lpinza & Espejo 2000). Entre los
conocimientos basicos que deben mejorarse se incluyen: el momento vy

duracidén de la receptividad de las flores pistiladas y los factores intrinsecos a la

23



Capitulo |

floracion que determinan la cantidad de semillas viables (como contrapartida,
se conocen mejor los factores extrinsecos que inciden en este aspecto, como
el dano causado por insectos; Carrillo & Cerda 1987; Loewe et al. 1998a, b;
Gallo et al. 2000). Estudios que contribuyan a esclarecer esta problematica
serian, ademas, importantes para entender el mecanismo de transferencia de
polen entre poblaciones y entre especies, y para ajustar técnicas para el
cruzamiento controlado de individuos con el objetivo de seleccionar
caracteristicas genéticas deseables (incluyendo la generacién de ejemplares
hibridos).

Objetivos
Sobre la base de las consideraciones expuestas, el presente trabajo se

plantea abordar los siguientes aspectos relativos a la biologia reproductiva de
N. nervosay N. obliqua: (a) la distribucion de las inflorescencias estaminadas y
pistiladas en las ramas; (b) la viabilidad de semillas en base a su posicion en la
rama y en el arbol; (c) la variacion inter-anual en la produccién de flores; (d) los
momentos de antesis de cada tipo de flor y el grado de solapamiento de los
mismos a nivel de un brote anual y de un individuo; (e) el grado de interferencia
por auto-polinizacién; (f) las barreras que condicionan la auto-polinizacion y el
cruzamiento entre individuos de diferentes especies; (g) el grado de relacién
entre los aspectos anteriores y la baja produccién de semillas viables.
Asimismo, este estudio pretende aportar pautas basicas que ayuden a la
comprensién del mecanismo de transferencia de polen intra- e inter-especifico

para N. nervosay N. obliqua.
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Capitulo lI: Produccion de flores y semillas en relacion a la
posicion arquitectural y el tamaino de los brotes floriferos en N.
obliquay N. nervosa

Introduccion

En la mayoria de las especies arbéreas, la copa consiste en un sistema de
ramificacion jerarquico con diferentes categorias de ejes definidas por
caracteristicas topoldgicas, morfoldgicas, anatomicas, fisioldégicas y funcionales
(Tomlinson 1978; Barthélémy et al. 1999; Puntieri et al. 2003; Puntieri &
Ghirardi 2010). Se considera que el grado de diferenciacion de los ejes
aumenta desde los ejes mas vigorosos, tales como el tronco y las ramas
principales, a los ejes menos vigorosos, como los braquiblastos y los ejes
reproductivos (Barthélémy & Caraglio 2007). En muchas especies, las
estructuras reproductivas se desarrollan en una categoria de ejes particular, la
cual, por lo tanto, se considera como la categoria de ejes mas diferenciada de
la especie en cuestion (Grosfeld et al. 1999; Suzuki 2000; Ishihara & Kikuzawa
2004; Normand et al. 2009). Esta afirmacion puede ser una simplificacién
excesiva en el caso de las especies arbdéreas que presentan estructuras
reproductivas en ejes de diversas localizaciones topoldgicas (por ej.
Nothofagus; Puntieri et al. 2009).

Tanto el crecimiento de la planta como la produccion de flores implican
demandas de recursos y meristemas, por lo cual el desarrollo de cada funcion
puede afectar a la otra a nivel del individuo o de los ejes (Suzuki 2001;
Kawamura & Takeda 2006; Normand et al. 2009). La distribucién de las flores
no sélo esta condicionada por su costo fisiolégico y meristematico, sino que
también responderia a procesos de seleccidon tendientes a asegurar la
polinizacion cruzada y evitar la auto-polinizacion (Lovett Doust & Lovett Doust
1988; Dai & Galloway 2011). El éxito reproductivo depende en gran medida de
la distribucidn espacial y temporal de las flores estaminadas y pistiladas, lo cual
incide sobre el flujo de polen vy, por lo tanto, sobre las probabilidades a alo- y
auto-polinizacién (Lloyd & Webb 1986; Webb & Lloyd 1986). En las especies
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arbéreas anemofilas con flores unisexuales, el éxito reproductivo esta
condicionado por la relacidn entre las distribuciones de las flores estaminadas y
pistiladas en la arquitectura de la copa y la dispersién del polen por efecto de
las corrientes de aire.

En arboles juveniles-adultos de Nothofagus, se han caracterizado tres
categorias de ejes que se originan del tronco o eje principal (Barthélémy et al.
1999; Puntieri et al. 2003; Stecconi 2006; Fig. Il.1). Tales categorias de ejes
difieren respecto a su posicion y grado de diferenciacién (el ultimo definido por
el vigor y capacidad de ramificacion de los ejes, Cap. |). De tales categorias,
los ejes menos diferenciados son las ramas principales, las cuales derivan
directamente del tronco y se encargan del crecimiento lateral de la copa (Fig.
[I.1). Las mas diferenciadas son las ramas cortas, que derivan de cualquier tipo
de eje y no alcanzan la periferia de la copa. Las ramas secundarias son
intermedias en cuanto a su diferenciacién y topologia entre las ramas
principales y las ramas cortas. Las tres categorias de ejes derivadas del tronco
difieren en cuanto al tamafo de sus brotes anuales (considerando un brote
anual como la porcion de eje alargada en una estacion de crecimiento): ramas
principales> ramas secundarias> ramas cortas. No obstante la edad de los
arboles y de los ejes, asi como también las condiciones ambientales, pueden
afnadir variacidén en las caracteristicas de los brotes de cada categoria de ejes
(Puntieri & Ghirardi 2010). Como consecuencia, la informacion topolégica
permite una identificacién mas precisa de las distintas categorias.

En Nothofagus, las inflorescencias estaminadas y pistiladas se
desarrollan en posiciones laterales de los brotes anuales en los cuales también
se desarrollan hojas verdes (nomofilos) y yemas axilares. Generalmente, los
brotes floriferos de Nothofagus desarrollan ambos tipos de flores, aunque el
nuamero de inflorescencias por brote es muy variable, incluso a nivel intra-
individual (Puntieri et al. 2009). Hasta el momento, se desconoce si dichas
variaciones estan relacionadas con el tamafo y/o la posicion de los brotes.
Asimismo, también se desconoce si el tamafo y la posicion de los brotes

pueden afectar sus probabilidades de produccion de semillas viables.
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En especies arb6reas se ha demostrado que el grado de diferenciacién
de un eje determinado estd positivamente relacionado con su capacidad de
producir flores (Barthéléemy & Caraglio 2007). Considerando el gradiente de
diferenciacién de ejes descripto para Nothofagus, podria hipotetizarse que el
namero relativo de estructuras reproductivas por brote anual deberia
incrementarse siguiendo el gradiente: ramas principales < ramas secundarias<
ramas cortas. En contraste, considerando que las probabilidades de captura de
polen exdgeno serian mayores en la periferia de la copa que en el centro de la
misma, seria esperable que los brotes floriferos de las ramas principales -que
integran la periferia de la copa (Stecconi et al. 2010)- produzcan
proporcionalmente mas flores pistiladas que los brotes de las demas categorias
de ejes, menos periféricas. Asimismo, seria esperable una mayor produccion
de semillas viables en brotes ubicados en ejes periféricos (ramas principales)
que en ejes menos periféricos (ramas secundarias y cortas). En este trabajo se
ponen a prueba estas ideas para N. obliquay N. nervosa.

Materiales y Métodos

Sitio y especies estudiadas

Como se menciond en el capitulo |, en estas especies de Nothofagus las flores
estaminadas y pistiladas se agrupan en inflorescencias unisexuales paucifloras,
en brotes que, mayormente, portan ambos tipos de inflorescencias (Puntieri et
al. 2009). Las inflorescencias estaminadas ocupan nudos proximales del brote
anual, mientras que las inflorescencias pistiladas ocupan nudos mas distales.
En un brote anual, los nudos que portan inflorescencias estaminadas y
pistiladas son mayormente consecutivos en N. obliqua, mientras que estan
separados por uno o mas nudos desprovistos de inflorescencias en N. nervosa
(Puntieri et al. 2009). De la axila de cada uno de los nomofilos en los que no se
desarrollan inflorescencias, comunmente derivan yemas con la capacidad de

producir nuevos brotes.
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Se seleccionaron 25 ejemplares reproductivos de N. obliquay 15 de N.
nervosa. De los ejemplares de la primera especie, 18 se ubican en una
poblacion natural cercana al lago Lacar (Parque Nacional Lanin; 40° 09’ S, 71°
20’-71° 33 O; 670-840 m s.n.m.) y los demas individuos estan en parques
urbanos en San Carlos de Bariloche (412 08 S, 712 10’ O; 878 m s.n.m.). Con
respecto a N. nervosa, ocho ejemplares se ubican en una poblacién natural
cercana al lago Lolog (Parque Nacional Lanin; 40° 00’ S, 71¢ 22’ O; 930 m
s.n.m.), y los demas se ubican en parques urbanos en San Carlos de Bariloche
y El Bolsén (412 58’ S, 712 32" O; 305 m s.n.m.). Los arboles seleccionados
presentaban ramas accesibles (a 2-3 metros de altura desde el suelo). En base
a observaciones de la arquitectura de los arboles, se estimé que la edad de los
mismos variaba entre 25 y 120 afos. Debido a que resulta dificultoso encontrar
en un mismo ano arboles adultos con ramas floriferas, se decidié no limitar la

seleccion de individuos en base a su edad y ubicacion.

Analisis de la distribucion de las inflorescencias

Para cada arbol se seleccionaron, al final de la estacién de crecimiento 2008-
2009, brotes floriferos correspondientes a las tres categorias de ejes que
derivan del tronco, es decir, ramas principales, secundarias y cortas (Fig. II.1).
Estas tres categorias de ejes se diferenciaron en base a su posicion topolégica
en la copa: las ramas principales constituyen la periferia de la copa, las ramas
secundarias derivan lateralmente de las ramas principales y las ramas cortas
derivan de ramas principales o secundarias en zonas mas cercanas del centro
de la copa. Los limites entre brotes alargados en distintas estaciones de
crecimiento se identificaron mediante marcadores morfologicos (Barthélémy et
al. 1999). Para cada categoria se extrajo un brote alargado durante la estacidn
2007-2008, de aqui en adelante llamado brote portador. Al momento del
muestreo, cada brote portador presentaba, a su vez, brotes floriferos alargados
en la estacién 2008-2009, los cuales seran llamados brotes anuales (Fig. 11.2).
La extraccion de los brotes se realizé en febrero de 2009 antes de la apertura
de las cupulas. De los brotes portadores extraidos se cuantificd el nimero de
brotes anuales producidos, y de cada brote anual se registr6 el numero de
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nudos y la produccién axilar de cada nudo. Las producciones axilares
diferenciadas fueron: flor estaminada, flor pistilada y yema axilar. No se
consideraron nudos en los que se observaron estructuras abortivas (su
porcentaje de ocurrencia fue cercano al 1%). Debido a que las inflorescencias
estaminadas caen luego de la liberacion de polen, su presencia en los brotes
se determind por la identificacibn de las cicatrices dejadas por esas
inflorescencias sobre el tallo.

Para los arboles ubicados en las poblaciones naturales, se extrajeron los
frutos producidos por cada brote y se determiné la viabilidad de las semillas
mediante el corte de los frutos y la observacion de la presencia de embridn.
Respecto a los arboles urbanos sélo se realizaron los andlisis cuantitativos
antes mencionados y no se estimé la viabilidad de semillas producidas por
cada categoria de eje debido a que los mismos estan aislados de arboles co-
especificos y las condiciones de polinizacibn de los mismos no son

representativas de lo que ocurre en condiciones naturales.
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<«RP
RS
RC

Figura I.1: Esquema de un ejemplar N. obliqua (aproximadamente de 25 anos)
en el que se indican las tres categorias de ejes consideradas en este estudio:
rama principal (RP), rama secundaria (RS) y rama corta (RC).

Analisis de datos

A fin de estimar las diferencias morfolégicas entre las distintas categorias de
ejes, se compararon los brotes portadores seleccionados de cada categoria
respecto a (A) el numero de brotes anuales producidos y (B) el numero de
nudos promedio de los brotes anuales producidos. Dichas comparaciones se
realizaron con un analisis de varianza (ANDEVA) de una via. Cuando se
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encontraron diferencias significativas entre categorias de ejes, se realizaron
comparaciones a posteriori de Tukey-Kramer (Sokal & Rohlf 1981). El efecto
del sitio de crecimiento de los arboles no se evalu6 ya que ni las zonas urbanas
ni los bosques naturales se consideran ambientes homogéneos. Por otra parte,
las edades de los arboles dentro de cada sitio fueron muy variables, y el origen
geografico de la mayoria de los arboles urbanos no se conocia, por o que no
se considerd apropiado combinar los arboles en base a los sitios de muestreo.

En Nothofagus spp. comunmente se establece un gradiente de tamario
entre los brotes anuales derivados de un mismo brote portador: el tamano de
esos brotes anuales decrece desde aquellos ubicados en posiciones distales
del brote portador hacia los brotes anuales ubicados en posiciones proximales
(Puntieri et al. 2003). A fin de considerar esta variacién estructural entre los
brotes anuales derivados de un mismo brote portador, la produccién de
inflorescencias estaminadas, pistiladas y yemas axilares se evalu6 en dos
niveles de analisis: (A) brote anual y (B) brote portador (Fig. 11.2).

(A) Brotes anuales. Los brotes anuales de cada especie fueron
agrupados en categorias de tamafno en base a la distribucién de frecuencias
del numero de nudos en cada especie. Para N. obliqua, se agruparon los
brotes con 8 a 10 nudos, 11 a 12 nudos, 13 a 14 nudos y =215 nudos. En el
caso de N. nervosa, se agruparon los brotes con 8 a 13 nudos, 14 a 16 nudos y
>17. Para cada categoria de ejes y tamano de los brotes, se estimé el
porcentaje de brotes que produjeron ambos tipos de inflorescencias (brotes
bisexuales, BB), sélo inflorescencias estaminadas (brotes estaminados, BE),
s6lo inflorescencias pistiladas (brotes pistilados, BP) y solo estructuras
vegetativas (brotes vegetativos, BV). En el caso de N. nervosa, se comparoé la
proporcién de BB, BE, BP y BV entre las tres categorias de ejes y entre las
categorias de tamafio de los brotes anuales mediante pruebas de Ch? (Sokal
& Rohlf 1981). Para N. obliqua, debido a que no todas las categorias de ejes y
de tamanos de brotes presentaron BP y BV, no se incluyeron este tipo de
brotes en las pruebas Chf. En los andlisis detallados a continuacién no se
consideraron los brotes que no presentaron ningun tipo de flor. Se realizaron

regresiones lineales simples con los datos transformados logaritmicamente
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(base 10), relacionando el nimero de nudos de los brotes anuales (N2
variable independiente) con el nimero de inflorescencias estaminadas (IE*) y
el nimero de inflorescencias pistiladas (IP°%; variables dependientes). En
ambas especies, el nimero de yemas axilares por brote (YA presenté una
distribucion de frecuencias desviada de la normalidad aun luego de transformar
los datos, por lo que la relacién entre N°? y YA se estimé mediante analisis de
correlacién no paramétrico de Spearman (p). Entre las tres categorias de ejes
se compararon |E®y [P®® mediante un andlisis de covarianza (ANCOVA; Zar
1984, p. 213), incluyendo a la categoria de eje como factor principal, a los
individuos como factor aleatorio, a la interaccién entre el factor principal y el
factor aleatorio y a N° como covariable. Cuando la interaccién entre factor
principal y el factor aleatorio fue significativa (prueba de Fisher; p<0,05), no se
realizaron mas analisis. De lo contrario se aplicé un nuevo ANCOVA sin incluir
la interaccién entre ambos factores en el modelo. La interaccion entre el factor
principal y la covariable se prob6 con anterioridad y se excluyd del modelo
debido a que no fue significativa. Cuando fue necesario, se aplicé la
transformacion logaritmica a las variables a fin de cumplir con los supuestos de
normalidad y/u homogeneidad de varianzas del modelo de ANCOVA. Debido a
que los datos del nimero de yemas axilares (YA®?) no presentaron distribucién
normal, las categorias de ejes se compararon, respecto de esta variable,
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En este ultimo analisis, al
no poder incluir la covariable, la comparacion se hizo considerando el numero
relativo de yemas axilares (i.e YA N3, a fin de analizar el efecto de la
categoria de ejes excluyendo el efecto del tamafio de los brotes.

(B) Brotes portadores. Para cada brote portador se calcularon, sumando
los valores de todos los brotes anuales derivados del mismo, los numeros
totales de nudos (N), de inflorescencias estaminadas (IE*), de
inflorescencias pistiladas (IP°®) y de yemas axilares (YA®; Fig. 2-1). Se
realizaron regresiones lineales relacionando NP (variable independiente) con
|E® y IP®P (variables dependientes), luego de la transformacion logaritmica de
todas las variables. Debido a que los datos relacionados con YA® no

presentaron distribucién normal, la relacién entre YA® y N*° se evalué mediante
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un analisis de correlacion de Spearman (p). Se compararon las categorias de
ejes respecto de la produccién de ambos tipos de inflorescencias (IE® y IP®?)
con un ANCOVA, incluyendo a la categoria de ejes como factor principal, a los
individuos como factor aleatorio y a N° como covariable. En dicho andlisis no
se consider6 la interaccidn entre factor principal y factor aleatorio debido a que
sélo se utilizd un brote portador por categoria de eje por arbol (ver ANOVA de
dos vias sin réplicas, Zar 1984, p. 218). La interaccién entre el factor principal y
la covariable se probé previamente sin encontrarse significancia, por o que no
se incluyé dicha interaccién en el modelo. Las variables IE®, IP® y N° fueron
transformadas para cumplir con el supuesto de normalidad del modelo. La
produccién de yemas axilares (YA®) se comparé entre categorias de ejes en
términos relativos (YAPP/N®P) mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.
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Figura 1.2: (A) Brote anual con inflorescencias estaminadas, pistiladas y
yemas axilares y (B) brote portador con los brotes anuales derivados del mismo
(B1-B7). Las lineas paralelas indican los limites de crecimiento inter-anual del
brote portador y las lineas gruesas el limite proximal de los brotes anuales
derivados del portador. Los paneles inferiores muestran los datos registrados
para cada brote anual y para cada brote portador.

Considerando solo los arboles ubicados en poblaciones naturales, se comparé
el porcentaje de semillas viables entre las tres categorias de ejes mediante una
prueba de Ch?.

Para todos los analisis estadisticos realizados se adopté un nivel de

significancia del 5%.
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Resultados

Diferencias entre categorias de ejes

En ambas especies, los brotes portadores derivados de ramas principales,
secundarias y cortas difirieron respecto al numero de brotes anuales derivados
de los mismos y respecto al numero de nudos promedio de dichos brotes
(Tabla 11.1). Los brotes portadores derivados de ramas principales presentaron
mas brotes anuales que los derivados de ramas secundarias los cuales, a su
vez, presentaron mas brotes anuales que los brotes portadores de ramas
cortas. El nimero de nudos promedio de los brotes anuales fue también mayor
en aquellos derivados de ramas principales que en los derivados de las demas
categorias de eje en N. obliqua. En el caso de N. nervosa, el nimero de nudos
promedio fue similar en los brotes anuales derivados de ramas principales y
secundarias, y mayor a lo observado para ramas cortas (Tabla II.1).

Tabla I.1. Promedio (error estandar entre paréntesis) y comparaciones
entre categorias de ejes mediante analisis de varianza (prueba F de Fisher
y probabilidad de error, p) del numero de brotes anuales y del numero de
nudos por brote anual de ramas principales (RP), ramas secundarias (RS)
y ramas cortas (RC) de N. obliquay N. nervosa. Letras de los superindices
diferentes indican diferencias significativas entre pares de medias segun
la prueba de Tukey-Kramer.

N. obliqua(n=75) RP RS RC F p

145%  74%  41¢
N? de brotes anuales  (1,20) (0,81) (0,41)

36,5 <0,001

N° de nudos por brote 14,74 13,08 11,7€ 18.4 <0.001
anual (0,46) (0,27) (0,28) , ,

N. nervosa(n=44)

8,14 558 25°

N© de brotes anuales  (0.87) (0.73) (0.27) 16:° <0,001

N de nudos por brote ~ 16,6*  153% 12,7® -4 ( gof
anual (0,72)  (0,73) (0,67) ’ ’
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Distribucion de las inflorescencias y los brotes floriferos

Brotes anuales

En ambas especies, los brotes con inflorescencias estaminadas y pistiladas
(BB) fueron mas frecuentes que los brotes estaminados (BE), pistilados (BP) y
vegetativos (BV), mientras que los BE fueron mas frecuentes que los BP y los
BV (Fig. 11.3). Las proporciones de BB, BE, BP y BV en N. nervosa, y la
proporcién de BB y BE en N. obligua, no variaron significativamente entre
categorias de ejes (Chf= 5,9, g.l.= 6, p= 0,430; Chf = 2,3, g.l.= 2, p= 0,316,
respectivamente; Fig. 11.3A, B). En N. obliqua, so6lo las ramas principales
presentaron BV, y la proporcién de BB y BE no se relacioné con el tamano de
los brotes (ChF: 52, gl.= 3, p= 0,160; Fig. I.3C). Para N. nervosa, la
proporcion de BB fue mayor y la BE y BV menor entre los brotes largos que
entre los brotes cortos y de tamario intermedio (Chf= 22,6, g.l.= 6, p< 0,001); la
proporcion de BP no varié en relacion al tamano de los brotes (Fig. 11.3D).
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Figura 11.3: Porcentajes de brotes que desarrollaron sélo inflorescencias
estaminadas (BE), sélo inflorescencias pistiladas (BP), ambos tipos de
inflorescencias (BB) y sélo estructuras vegetativas (BV) para las diferentes
categorias de ejes (A,B) y los diferentes tamafnos de brotes (C, D) para N.
obliqua (A, C) y N. nervosa (B, D). En la parte superior de las barras se indica
el numero de brotes en cada categorias de ejes y cada categoria de tamanos.
Ver codigos de los ejes en la Figura 1.

En ambas especies se observd una relacion positiva entre el nimero de nudos
de los brotes (N®3) y el nimero de inflorescencias pistiladas (IP°?), mientras que
sélo en N. obliqua la variable N°® también se relacioné positivamente con el
nimero de inflorescencias estaminadas (IE®®; Tabla 11.2; Fig. 11.4A, B). En
ambas especies se observd un mayor aumento IP® con el aumento de N®2, con
respecto a lo observado en relacién a IE® (Tabla 11.2). Se encontré una
correlacion positiva entre el nimero de yemas axilares (YA™) y el nimero de
nudos de los brotes (N°3) tanto en N. obliqua (p= 0,65, p< 0,001) como en N.
nervosa (p= 0,22, p< 0,001; Fig. II.5E, F). En ambas especies, las distintas

categorias de ejes no se diferenciaron significativamente respecto a IE* y [PP2
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(Tabla 1.3, Fig. I.5A-D). El factor aleatorio (variacién individual) contribuyé
significativamente a la variacion de IE®®y IP° en ambas especies, mientras que
la interaccién entre los factores principal (categoria de ejes) y aleatorio tuvo un
efecto significativo s6lo en N. obliqua (Tabla 11.3). EI nimero relativo de yemas
axilares (YA?/NP?) decreci6 desde las ramas principales a las ramas cortas en
ambas especies (prueba de Kruskal-Wallis: H= 47,2; p< 0,001).

Brotes portadores

Tanto en N. obliqua como en N. nervosa, las sumas de inflorescencias
estaminadas y pistiladas derivadas de los brotes anuales de cada portador (IE®
y IP®) se relacionaron positivamente con la suma del niimero de nudos de
esos brotes (N°; Tabla I1.2; Fig. 11.4C, D). Los coeficientes de regresidn indican
un aumento no proporcional de las inflorescencias estaminadas con el numero
de nudos para ambas especies y de las pistiladas para N. nervosa (Tabla I1.2).
En N. obliqua, el incremento del numero de inflorescencias pistiladas con
respecto al numero de nudos fue aproximadamente proporcional (Tablall.2). La
correlacién entre la suma del nimero de yemas axilares (YA®) y la suma del
nimero de nudos (N*) fue significativa tanto para N. obliqua (p= 0,92, p<
0,001) como para N. nervosa (p= 0,91, p<0,001). No se encontraron diferencias
significativas entre categorias de ejes respecto a IE™ y IP para ninguna de las
dos especies (Tabla 11.4; Fig. 11.6). So6lo se observé una contribucion
significativa del factor aleatorio sobre la variable IP® en N. nervosa (Tabla 11.4).
El numero relativo de yemas axilares (YAPP/NPP) fue mayor en las ramas
principales que en las ramas secundarias y cortas en ambas especies (Kruskal-
Wallis: N. obliqua H= 23,0, p< 0,001, N. nervosa H= 15,8, p= 0,004; Fig. 11.6).
En este sentido, no hubo diferencias entre ramas secundarias y cortas en N.
obliqua, mientras que en N. nervosa las ramas secundarias presentaron mayor

cantidad relativa de yemas axilares que las ramas cortas (Fig. 11.6).
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Tabla 1l.2. Coeficientes de regresion lineal (b) y sus limites de confianza
del 95% (LC) inferior y superior para las regresiones entre el numero de
nudos (N; variable independiente) y los numeros de inflorescencias
estaminadas (IE) y pistiladas (IP) de brotes anuales ) y de brotes
portadores (°°) de N. obliqua y N. nervosa. Todas las variables fueron
transformadas a logaritmo. Se indican el numero de brotes (n), la
probabilidad de error (p) y el coeficiente de determinacién (R?) de cada
regresion.

Brotes anuales

especie Regresién b -95% LC  +95% LC P R (%)
N. obliqua NPa-|gPa 0,50 0,31 0,79 <0,001 5,2

(n=490) NPa-|pba 1,42 1,21 1,63  <0,001 26,9
N. nervosa NP2]E®®  No significativo

(n=133) NP2.|pPa 1,79 1,35 2,23  <0,001 327

Brotes portadores

N. obliqua NPP-|EPP 0,83 0,73 0,93 <0,001 764
(n=75) NPP-|pbP 1,01 0,90 1,12 <0,001 83,7
N. nervosa NPP-|EPP 0,69 0,48 0,90 <0,001 51,7

(n=44) NPP-|pPP 0,68 0,37 0,99 <0,001 32,1
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Figura 1l.4: Relacion entre el numero de nudos (N) y los numeros de
inflorescencias estaminadas (IE) y pistiladas (IP) para brotes anuales (A, B) y
brotes portadores (C, D) de N. obliqua y N. nervosa. Ambos ejes se presentan
en escala logaritmica. Ver detalles de las regresiones en Tabla I1.2.
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Tabla 1I.3. Resultados del analisis de covarianza (ANCOVA) de dos vias
comparando categorias de ejes (factor principal) respecto a la produccion de
inflorescencias estaminadas (IE®?) y pistiladas (IP*?) de brotes anuales. En el
modelo se incluyen la variacion inter-individual (factor aleatorio), el numero
de nudos de los brotes (covariable) y la interaccion entre el factor principal y
el factor aleatorio. Se indica el coeficiente de determinacién R? (%) asociado a

cada ANCOVA.
Categ.orla de Individuo Numero dbae .Categorlla.de
ejes nudos (N™°) ejes x Individuo
N. obligua F p F p F p F p R
|EP2 1,86 0,167 25,31 <0,001 69,4 <0,001 2,31 <0,001 72,5
(n=590)
|p°a
1,36 0,267 5,58 <0,001 58,03 <0,001 1,62 0,008 51,1
(n=563)
N. nervosa
ba
Log (IE®) 518 0,416 10,09 <0,001 023 0,631 . - 495
(n=199)
Log (IP°?
0g (IP~) 0,72 0,987 5,62 <0,001 33,24 <0,001 - - 61,1

(n=140)
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Figura I1.5: Promedio e intervalo de confianza del 95% delos numeros de
inflorescencias estaminadas (A, B), inflorescencias pistiladas (C, D) y yemas
axilares (E, F) para brotes anuales de N. obliqua y N. nervosa de diferente
tamano y derivados de las tres categorias de ejes (RP: ramas principales; RS:
ramas secundarias y RC: ramas cortas.
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Tabla Il.4. Resultados del ANCOVA mediante el cual se analizé el efecto de las
categorias de ejes (factor principal), los individuos (factor aleatorio) y la suma
del numero de nudos de los brotes anuales derivados de cada brote portador
(N°P) sobre la produccién de total de inflorescencias estaminadas (IE*?) y
pistiladas (IP®) de cada portador. Se indica el coeficiente de determinacion
(%) asociado al ANCOVA.

Categoria de
ejes Individuo Log (N°)
N. obligua [ p F p F p R
(n=75)
Log (IE®?) 1,27 0,289 1,40 0,157 214,3 <0,001 95,3

Log (IP®) 0,98 0,381 1,04 0,440 131,1 <0,001 94,8

N. nervosa
(n=44)
Log(IEbp) 1,70 0,190 1,81 0,092 41,6 <0,001 87,0

Log (IP®) 0,95 0,398 2,96 0,008 10,9 0,003 79,9

N. obliqua @ [E¥/N™ N. nervosa
0.4 A IPPIN®
O YA™/N*
& 03 ] L)
o 3
o
S z z {
o 0.2 Py - % I
. ] } i I
0
RC RS RP RC RS RP

Categoria de eje

Figura 11.6: Promedio e intervalo de confianza del 95% de los numeros
relativos de inflorescencias estaminadas (IE°?/N°), inflorescencias pistiladas
(IPPP/N®P) y yemas axilares (YA®P/N®P) por brote portador para ramas principales
(RP), secundarias (RS) y cortas (RC).
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Produccion de semillas viables

En el caso de N. obliqua, la proporcibn de semillas viables fue
significativamente menor en las ramas secundarias que en las ramas
principales y cortas (ChP= 20,9, g.l.= 2, p< 0,001; Fig. I1.7). Por el contrario, en
N. nervosa, la proporcibn de semillas viables no present6 diferencias
significativas entre categorias de eje (Ch= 0,7, g.l.= 2, p= 0,707; Fig. 11.7).

70 m N. obliqua ON. nervosa

274

L 1080 137
a0 153

74

50 } A

40 |

20 F

Porcentaje de semillas viables

10 F

RC RS RP
Categoria de gje

Figura I1.7: Porcentaje de semillas viables de polinizacion abierta derivadas de
ramas principales (RP), secundarias (RS) y cortas (RC) de N. obliqua (barras
negras) y N. nervosa (barras blancas).El numero de semillas analizadas se
indica en la parte superior de las barras. Las letras indican diferencias
significativas entre categorias de ejes dentro de cada especie (prueba Chf).
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Discusion

Distribucion de las inflorescencias y los brotes florales

Para N. obliqua y N. nervosa, las tres categorias de ejes definidas
topolégicamente en este estudio se diferenciaron claramente respecto a sus
caracteristicas vegetativas (Tabla Il.1). Por otra parte, estas categorias de ejes
presentaron proporciones similares de brotes bisexuales, estaminados y
pistilados, lo que implica que entre las mismas no habria una diferenciacién
cualitativa respecto a la produccién de flores (Fig. 11.3A, B). La sexualidad de
los brotes anuales se relacion6 con su tamafo en N. nervosa: los brotes
estaminados fueron comunmente brotes cortos o de tamafno intermedio,
mientras que los brotes bisexuales fueron mayormente brotes largos (Fig.
[1.3D). En otras palabras, los brotes floriferos largos de N. nervosa tienen
mayor probabilidad de producir inflorescencias pistiladas que los brotes cortos
y de tamano intermedio. Probablemente, la posicion mas distal que ocupan las
inflorescencias pistiladas en los brotes de N. nervosa con respecto a las de N.
obliqua (Puntieri et al. 2009) implica que en la primera especie sea necesaria la
producciéon de mayor cantidad de nudos en los brotes para producir
inflorescencias pistiladas. Sin embargo, la gran variacién de tamanos de brotes
observada dentro de cada categoria de ejes podria determinar que no se
observaran diferencias entre las distintas categorias respecto de la presencia
de brotes estaminados, pistilados y bisexuales.

Al igual que en Nothofagus, especies de la familia emparentada
Fagaceae, presentan flores estaminadas y pistiladas en los mismos brotes, en
inflorescencias bisexuales o unisexuales (Kaul 1986; Nicolini 1997; Gleissner
1999). Hasta el momento no existen trabajos disponibles en los que se evaluen
variaciones cuantitativas o cualitativas en la produccién de flores entre
categorias de ejes en especies de Fagaceas (ver Comps et al. 1994). En
especies relacionadas, como las de los géneros Betula y Alnus (Betulaceae),
las flores estaminadas y pistiladas se desarrollan en brotes distintos (Ishihara &
Kikuzawa 2009). Al menos en Betula, los brotes reproductivos con flores
estaminadas y los brotes reproductivos con flores pistiladas no siempre derivan
de los mismos ejes (Ishihara & Kikuzawa 2004), lo que sugiere que la
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diferenciacion reproductiva entre los ejes y los patrones de distribucion de las
flores en la copa son mas notables que en el género Nothofagus.

Numero de inflorescencias en relacion con el tamario de los brotes y la
categoria de ejes

En el presente estudio se compardé la produccion cuantitativa de inflorescencias
entre categorias de ejes y entre tamafos de brotes a dos niveles: brote anual y
brote portador (incluyendo todos los brotes derivados de los mismos). El
namero de inflorescencias pistiladas por brote anual aumenté mas que
proporcionalmente con el nimero de nudos de los mismos (Tabla I1.2). El
numero de inflorescencias estaminadas no varié con el nimero de nudos de los
brotes anuales en N. nervosa, observandose una leve relacion positiva en N.
obliqua (Tabla 11.2). Estos resultados implican que, en estas especies, la
seccién de los brotes reproductivos de la cual se generan inflorescencias
estaminadas estaria mas precisamente delimitada que la seccién de la que se
generan inflorescencias pistiladas, lo cual concuerda con resultados previos
(Puntieri et al. 2009). Como consecuencia, mientras mayor cantidad de nudos
tenga el brote reproductivo, mas prevalencia tendra su funcién femenina. La
tendencia de las especies de Nothofagus a desarrollar brotes mas largos en
posiciones distales de los brotes portadores (Puntieri et al. 2003), sugiere que
las inflorescencias pistiladas estarian mas concentradas en brotes ubicados en
posiciones distales en el brote portador (tal como se ha observado en Quercus
spp.; Kaul1986). Sin embargo, la produccién relativa de inflorescencias
pistiladas fue similar entre los brotes derivados de categorias de ejes de
distinta ubicacion en la copa. Esto ultimo no apoya la idea planteada en la
introduccidon de una mayor proporcion de inflorescencias pistiladas en la
periferia de la copa. En otras palabras, puede esperarse cierta tendencia a una
mayor concentracion de inflorescencias pistiladas en brotes periféricos, aunque
dicha tendencia no estaria condicionada por aspectos topolégicos (de
ubicacion de los brotes en la rama) sino por la relacion entre el tamarno de los
brotes y la produccidn de estas inflorescencias.
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El analisis de la produccién de inflorescencias a nivel de los brotes
portadores mostr6, para ambas especies, un incremento del numero de
inflorescencias estaminadas proporcionalmente menor al incremento del
nimero de nudos (Tabla 1.2). Lo mismo pudo observarse para las
inflorescencias pistiladas en N. nervosa. En contraste, para brotes portadores
de N. obliqua, el incremento en el numero de inflorescencias pistiladas fue
proporcional al incremento en el numero de nudos. Para estas especies, la
disponibilidad de meristemas se relaciona positivamente con la suma de
inflorescencias de todos los brotes anuales derivados de cada portador, lo cual
también se ha visto en otras especies (Lehtila & Larsson 2005). No obstante, la
produccién de inflorescencias estaminadas en ambas especies y de
inflorescencias pistiladas en N. nervosa, se volveria proporcionalmente menos
importante a medida que aumenta el nimero total de nudos derivados de cada
portador. Similarmente a lo que se observé a nivel de brote anual, las
categorias de ejes de las que derivaron los brotes portadores no variaron
respecto a la produccién de flores (Tabla 11.4).

Considerando los resultados obtenidos, se puede concluir que la
producciéon de flores en N. nervosa y N. obliqua estaria determinada
principalmente por el tamafno de los brotes y no por la categoria de ejes de la
que derivan los mismos. El tamafo de los brotes se relaciona con el nimero de
meristemas asignados para la produccion de inflorescencias estaminadas y
pistiladas, lo cual es mas notable a nivel de los brotes anuales que a nivel de
los brotes portadores. Es de destacar que el factor “individuo” contribuy6
significativamente a la variacién en el numero de inflorescencias pistiladas por
brote portador en N. nervosa (Tabla Il. 3). Este componente individual de la
variacion en el namero de inflorescencias podria vincularse a diferencias
genéticas, de estadio ontogenético entre los ejemplares muestreados, o bien a
diferencias ambientales dadas por la ubicacién de cada ejemplar. La posible
implicancia de estos factores en la produccién de flores deberia ser estudiada
en poblaciones constituidas por ejemplares de la misma edad y de origen

conocido, ubicados en un ambiente homogéneo.

47



Capitulo 11

Funciones vegetativa y reproductiva en ejes de Nothofagus

La produccion de flores en especies arboéreas implica el desarrollo de ejes y/o
brotes con diferentes grados de especializacién dependiendo de las especies
(Bell 1991; Suzuki 2000, 2001; Normand et al. 2009). La produccion de flores
en ejes especializados permite separar las funciones reproductivas en espacio
y tiempo (por ej. en Betula spp. y Alnus spp.; Caesar & Macdonald 1983;
Ishihara & Kikuzawa 2009) y concentrar la demanda de recursos y meristemas
asociada a la produccion de flores. En Nothofagus, las flores se desarrollan en
brotes que cumplen tanto funciones vegetativas como reproductivas (al igual
que en Fagus spp.; Comps et al. 1994). En estos arboles, las flores y las hojas
se desarrollan simultdneamente y, segun los resultados de este trabajo, el
namero de érganos reproductivos de los brotes esta positivamente relacionado
con el nimero de nudos (catafilos + nomofilos) de los mismos, como ocurre en
otras especies (Normand et al. 2009; Sanchez-Humanes et al. 2011). Las
inflorescencias pistiladas de Nothofagus son de tamafno muy pequefio, por lo
cual podria asumirse que su interferencia sobre las funciones vegetativas
deberia ser poco relevante en términos de asignaciéon de biomasa, por lo
menos antes del desarrollo de los frutos y semillas. De acuerdo con el presente
estudio, la produccién de flores representaria, principalmente, un costo en
términos de meristemas, afectando la capacidad futura de ramificacion del eje.
Debido a que las inflorescencias estaminadas y pistiladas ocupan distintas
posiciones en el brote anual (Puntieri et al. 2009), sus efectos sobre la
ramificacion ulterior de los brotes serian distintos. Las inflorescencias pistiladas
ocupan nudos de posicion intermedia a distal; nudos de similar posicion en
brotes vegetativos desarrollan ramas al ano siguiente del alargamiento del
brote portador. Por lo tanto, el desarrollo de inflorescencias pistiladas afecta
directamente la ramificacién del brote en el afo siguiente a la produccién de
flores. Si se considera el gradiente acropeto de aumento del tamarno de las
ramas que caracteriza a estas especies, el hecho de que las inflorescencias
pistiladas se ubiquen en nudos mas distales en N. nervosa que en N. obliqua
(Puntieri et al. 2009) determina que el costo de esa floracidén, en términos de

crecimiento futuro, sea mayor en la primera especie. El costo meristematico de
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las inflorescencias estaminadas seria a largo plazo, debido a que éstas ocupan
nudos proximales en los cuales se desarrollan, en brotes vegetativos, yemas
latentes que pueden dar lugar a ramas varios afnos después de la extension del
brote portador (Barthélemy et al. 1999). En base a los resultados obtenidos, la
mayor restriccion para la futura ramificacion de los ejes se produce en los
brotes floriferos cortos, en los cuales quedan pocos o ningun meristema
vegetativo después de la floracidén (ver Figs. Il.5E, F y 11.6). Por el contrario, los
brotes florales largos producen, en proporcién, mayor cantidad de yemas
axilares, por lo que mantienen un mayor potencial de ramificacion que los
brotes cortos.

Las especies arbéreas anemdfilas comunmente producen grandes
cantidades de flores, lo cual aumentaria la eficacia de la polinizacién mediada
por viento. En estas especies, la localizacion de las flores en la periferia de la
copa aumentaria las probabilidades de polinizacién cruzada (Lovett Doust &
Lovett Doust 1988; Ipinza & Espejo 2000). Estas especies suelen presentar
flores pistiladas agrupadas en inflorescencias conspicuas, con estigmas
prominentes y/o ubicadas en ejes especializados, tal como se observa en los
géneros Betulay Quercus (Kaul & Abbe 1984; Kaul 1986; Ishihara & Kikuzawa
2004; Leins & Erbar 2010). En especies anemdfilas caducifolias, es frecuente
que la antesis de las flores preceda al desarrollo vegetativo estacional (William
& Adam 1994). En comparaciéon con otras especies anemofilas emparentadas
(como muchas de las especies de las familias Fagaceae Betulaceae y
Juglandaceae), los Nothofagus parecerian tener un menor nivel de adecuacion
morfolégica para la polinizacion anemdfila, considerado que presentan flores
pistiladas muy pequefas y con estigmas sésiles poco desarrollados, las cuales,
a su vez, se agrupan en inflorescencias sésiles o cortamente pedunculadas.
Asimismo, la simultaneidad temporal entre el despliegue estacional de las hojas
y la antesis de las flores en Nothofagus podria implicar la obstruccién del flujo
de polen por parte de las hojas. Estas caracteristicas estructurales
desfavorables, a primera vista, para la polinizacion anemdfila, podrian ser
compensadas por la produccion de flores en brotes de tamarfos variados y
ubicados en distintas categorias de ejes, como se observd en este estudio.
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Como consecuencia de la amplia distribucion de flores se verificaria una
reduccion en la capacidad de ramificacién de los ejes en el ano siguiente. En
este contexto, podria plantearse si la produccion masiva de flores en forma
periédica habria evolucionado como un sistema de regulacién que les permitiria
a las especies perennes mantener un equilibrio entre las funciones vegetativa y
reproductiva (Obeso 2002); las distribuciones de las flores y de las estructuras
vegetativas (yemas) estarian involucradas en ese sistema de regulacion. La
mayor cantidad de yemas axilares detectada en ramas principales con respecto
a ramas secundarias y cortas, compensa parte los costos meristematicos
asociados a la produccién de flores y asegura la expansién lateral de dichos

ejes en los anos siguientes a la floracién.

Viabilidad de semillas en relacion a las categorias de ejes
Al menos en N. obliqua, la proporcidn de semillas viables varié entre las
distintas categorias de ejes. En la introduccion se habia planteado la hipétesis
de que los brotes ubicados en la periferia de la copa presentarian mayor
proporcién de semillas viables debido a su mayor probabilidad de captura de
polen. Esta hipétesis no fue confirmada por los resultados. Si bien no se
observaron diferencias notables, los brotes derivados de ramas principales (los
mas periféricos) y los derivados de ramas cortas (los menos periféricos)
produjeron, proporcionalmente, mayor cantidad de semillas viables que los
brotes derivados de ramas secundarias (de posicién intermedia). El hecho de
no encontrar diferencias entre las dos categorias mas contrastantes topolégica
y morfolégicamente (ramas principales y cortas), sugiere que la produccion de
semillas viables en estas especies no estaria afectada por aspectos
funcionales de los brotes floriferos. Asimismo, la idea de que la disponibilidad
de recursos no seria un limitante importante de la viabilidad de las semillas es
apoyada por el hecho de que, por causas que se desconocen, en Nothofagus
los frutos se desarrollan independientemente de la presencia de embrion
(Riveros et al. 1995b).

El menor porcentaje de semillas viables observado en brotes de ramas
secundarias de N. obliqua puede ser explicado en base a las condiciones de
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polinizacion. En N. obliqua'y N. nervosa, la liberacién de polen ocurre luego de
la expansion de las hojas, lo que puede significar una barrera fisica para el flujo
de polen. Es posible que esta interferencia sea mayor en zonas intermedias de
la copa, en donde se ubican las ramas secundarias. Cerca del tronco, la
interferencia generada por las hojas seria menor debido a que los brotes de
ramas cortas producen pocas hojas y ramas. El flujo de polen se ha estudiado
a escala individual y poblacional (Riveros et al. 1995a; Knapp et al. 2001), pero
hasta el momento no se han realizado, en mi conocimiento, estudios que
cuantifiguen el flujo de polen en distintos sectores de la copa en estas
especies. En el caso de N. nervosa, no se observaron diferencias estadisticas
entre categorias de ejes en cuanto a la viabilidad de las semillas, pero
graficamente se encontrd una tendencia similar a la observada en N. obliqua
(Fig. I1.7).

Conclusiones

En N. obliqua y N. nervosa se desarrollan brotes floriferos a partir de ramas
principales, secundarias y cortas, los cuales portan, a menudo, ambos tipos de
flores. En el caso de N. nervosa, la mayoria de los brotes floriferos que portan
solo inflorescencias estaminadas son brotes cortos o de tamano intermedio,
mientras que la mayoria de los brotes largos son bisexuales. Las diferencias
cuantitativas en la produccién de flores entre distintas categorias de ejes estan
dadas, principalmente, por las diferencias de tamano de los brotes producidos
por cada categoria. Los brotes floriferos de ramas principales producen,
proporcionalmente, mayor cantidad de yemas axilares que los brotes de ramas
secundarias y ramas cortas. La proporcion de semillas viables parece ser

menor en ramas secundarias que en ramas principales y cortas.
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Capitulo lll: Produccion de semillas en N. obliqua relacionada
con la posicidn de las flores en el brote portador y la posicion
del brote florifero en la copa

Introduccion

En muchas especies vegetales es comun que la produccion de semillas
represente una proporcion baja del numero de évulos producidos por planta
(Stephenson 1981; Lee 1988). En general, se considera que la fraccion de
ovulos que se desarrollan como semillas esta limitada por la cantidad, calidad y
origen del polen recibido, la disponibilidad de recursos para la produccién de
frutos y semillas, el dafio causado por herbivoros y patégenos y/o por las
condiciones ambientales (Lee 1988; Knight et al. 2005; Aizen & Harder 2007).
En muchas especies, la produccion de semillas viables en un afo determinado,
puede exhibir alto grado de variacion intra-individual (Stephenson 1981; Lee
1988). Numerosos estudios, realizados mayormente en plantas herbaceas,
sefalan que dicha variacién se debe a la distribucién heterogénea de recursos
hacia las flores (Lee 1988; Navarro 1996; Diggle 1995, 2003; Kliber & Eckert
2004; Cao et al. 2011). El papel de la efectividad de la polinizacién sobre la
producciéon de semillas viables se ha comprobado, sobre todo, en especies
diclinas y en especies monoclinas auto-incompatibles, las cuales dependen de
la llegada de polen externo a cada flor para la produccion de semillas (Nilsson
& Wastljung 1987; Smith et al. 1988; William & Adam 1994; Riveros et al.
1995b; Dudash 1997; Knapp et al. 2001; Waites & Agren 2006). No obstante,
existen pocos registros disponibles en los que se evalle la asociacion entre las
variaciones intra-individuales en la viabilidad de las semillas y las
probabilidades de polinizacion con polen de la misma o de otras plantas co-
especificas (Smith 1988; Navarro 1997).

Los factores que condicionan la viabilidad de las semillas pueden tener
distinto grado de influencia dependiendo de la ubicacién espacial de las flores.
Esto se refleja en las variaciones en la produccion de semillas viables
asociadas a la posicion de las flores, por ejemplo, en una inflorescencia o en un
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brote (Diggle 2003). En varios casos se ha encontrado que, dentro de una
inflorescencia, las flores basales producen mas semillas que las distales
(Diggle 1995; Cao et al. 2011). Diggle (1995) menciona que existe mayor
aborto de 6vulos en los frutos distales como consecuencia de la asignacion
prioritaria de recursos hacia las flores proximales, lo cual puede vincularse a su
posiciobn y/o a su maduraciébn mas temprana. Patrones similares pueden
observarse entre inflorescencias de un mismo brote, como es el ejemplo de
Anthyllis vulneraria, especie en la que el peso de las semillas varia segun la
posicion de la inflorescencia en el brote florifero, lo cual se relacionaria con la
distribucién de recursos hacia las flores dentro del brote (Navarro 1996). Asi
como la disponibilidad de recursos puede limitar diferencialmente la viabilidad
de las semillas de flores de una misma inflorescencia o brote, lo mismo puede
ocurrir con otros factores limitantes como la llegada de polen con capacidad
para fertilizar los 6vulos. Por ejemplo, en la hierba Silene acutifolia, flores de
distinta ubicacion en la inflorescencia tienen distintas probabilidades de auto-
polinizacion, lo que repercute en el porcentaje de germinacion de las semillas
(Buide 2004). No obstante, en especies arbdreas existen pocos registros
publicados en los que se haya abordado esta problematica desde una escala
de analisis mayor a la de brote o inflorescencia.

En las especies arbdéreas anemdfilas, la complejidad estructural de la
copa puede determinar que la ubicacion de las flores condicione tanto la
liberacion y recepcion de polen, como la provision de recursos. Esto explicaria
que, en estas especies, las flores se dispongan en la periferia de la copa,
facilitandose el acceso de las corrientes de aire (Waller 1988). En este
contexto, es posible pensar que existan diferencias en la produccion de
semillas derivadas de flores ubicadas en distintas posiciones dentro de la copa.
Sin embargo, esto se ha evaluado para pocas especies hasta el momento
(Smith et al. 1988). Asimismo, en la copa de los arboles conviven ramas de
diferente edad y, por lo tanto, diferente vigor. Por ejemplo, en arboles adultos
no reiterados (ver concepto de reiteracién en Cap. I), las ramas ubicadas en
zonas bajas de la copa suelen ser de mayor edad y, por lo tanto, se encuentran
en una fase ontogenética mas avanzada que las ramas altas. Esto podria
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implicar una mejor provision de recursos a las flores ubicadas en ramas altas
determinando una mayor produccién de semillas viables en dichas ramas.

De acuerdo con varios estudios previos (incluido el capitulo VI de esta
tesis), las especies de Nothofagus son auto-incompatibles. En poblaciones
naturales de Nothofagus es comun que una proporcion alta de los frutos se
encuentren desprovistos de semilla o presenten una semilla vana (o0 sea,
carente de embrién; Manson 1974; Ledgard & Cath 1983; Prémoli 1991;
Martinez-Pastur et al. 1994; Riveros et al. 1995; Bahamonde et al. 2011). Si
bien los danos causados por insectos son parcialmente responsables del bajo
nivel de viabilidad de estas semillas (Carrillo & Cerda 1987; Marchelli & Gallo
1999; Burgos et al. 2008), también se observan numerosas semillas vanas no
danadas. En Nothofagus, los frutos y las cupulas lefiosas asociadas se
desarrollan independientemente de la ocurrencia de fertilizacion, lo que implica
la inversién de recursos para la formacién del conjunto que forman la cupula y
los frutos que ésta encierra, aun cuando los mismos no incluyen semillas
viables (Poole 1950). Teniendo esto en consideracion, es posible pensar que la
baja proporcion de semillas viables (por brevedad y considerando que los frutos
son uni-seminados, en lo sucesivo se utilizaran los términos fruto y semilla
como sindnimo) observada en estas especies no se deba a limitaciones en
términos de recursos y que otros aspectos, tales como la disponibilidad de
polen compatible, podrian estar involucrados (por €j. Nilsson & Wastljung 1987;
Smith et al. 1988; Knight et al. 2005; Aizen & Harder 2007). A partir de
evaluaciones del numero de semillas producidas y la viabilidad de las mismas
en poblaciones de Nothofagus, se han encontrado variaciones importantes
entre anos y entre sitios (Marchelli & Gallo 1999; Monks & Kelly 2006;
Bahamonde et al. 2011). No obstante, el grado de variacién intra-individual en
dichas variables ha sido menos estudiado. En el capitulo Il se observd que
brotes floriferos derivados de distintas categorias de ejes pueden presentar
distinta proporcién de semillas viables, lo cual fue atribuido, tentativamente, a
las probabilidades diferenciales de recibir polen por parte de flores localizadas
en ejes mas cercanos 0 mas alejados del tronco principal. Considerando dichos
resultados, es necesario profundizar los estudios sobre la relacion entre la
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posicion de las flores y su produccion de semillas viables, lo que aportaria en la
comprensién de los factores que determinan el éxito de la reproduccién de
estas especies en condiciones naturales. Dos de los posibles efectos
posicionales que aun no han sido evaluados son: (1) el relacionado con la
posicion de las flores en el brote anual y (2) el relacionado con la altura del
brote florifero en la copa del arbol. Los brotes floriferos de N. obliqua pueden
presentar entre una y 12 inflorescencias pistiladas, las cuales se ubican, muy a
menudo, en nudos consecutivos y distales respecto de aquellos en los que se
desarrollan las inflorescencias estaminadas (Puntieri et al. 2009). Debido a que
el gradiente de alargamiento de los nudos de un mismo brote va desde el
extremo proximal hacia el extremo distal, los estigmas de las flores pistiladas
también quedarian expuestos a la polinizacion en forma secuencial, o que
podria determinar distintas probabilidades de auto-polinizacion segun la
posicion de la flor pistilada en el brote que la porta (Puntieri et al. 2009). Por
otro lado, a nivel de la copa del arbol, es posible que flores pistiladas ubicadas
en ramas desarrolladas a distintas alturas reciban polen en diferentes
cantidades y/o de distintos origenes. Por ejemplo, puede pensarse que ramas
bajas estdan mas expuestas a recibir polen del mismo arbol, como producto de
la liberacion de polen de las ramas superiores. Por otra parte, modelos de
dispersion de polen en especies anemofilas resaltan la importancia de
considerar diferencias en la distribucién vertical del polen debido, por ejemplo,
a que la vegetacion del sotobosque puede actuar como barrera (Milleron et al.
2012). De existir diferencias cuantitativas y cualitativas en las probabilidades de
polinizacion entre flores ubicadas a distintas alturas, éstas deberian reflejarse
en la proporcién de semillas viables que derivarian de esas flores.

En el capitulo Il se analizé la viabilidad de las semillas en relacién a la
posicion de los brotes floriferos con respecto al tronco o eje principal, tomando
ramas bajas. Este capitulo tiene como objetivo evaluar la produccién de
semillas viables en relacién a la posicién de las flores pistiladas en los brotes
anuales y a la altura de las ramas en la copa del arbol. Se plantean como
hipotesis: (A) que la viabilidad de las semillas difiere entre cupulas en distintas
posiciones en el brote anual como consecuencia de distintas probabilidades de
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auto-polinizacién con polen de la misma planta, y (B) que ramas ubicadas a
mayor altura en la copa de un arbol tendran mayor probabilidad de recibir polen
de otros arboles que ramas ubicadas a menor altura del mismo arbol (que
recibirian mayor cantidad de polen del mismo arbol), por lo cual las ramas
bajas presentaran menor proporcién de semillas viables que las ramas altas.

Materiales y Métodos

En febrero de 2012, antes de la apertura de las cupulas y la consecuente
liberacién de los frutos, se seleccionaron 10 ejemplares adultos de N. obliqua
de una poblacién natural ubicada en el Parque Nacional Lanin (rango
latitudinal: 40° 09’ 08"- 40° 08' 58" S; rango longitudinal: 71° 29" 44"-71¢ 33' 56"
O; rango altitudinal: 678-916 m s.n.m.). La distancia maxima entre dos de los
arboles seleccionados fue de 5,5 km. La muestra utilizada estuvo limitada por
la disponibilidad de ejemplares de tamanos similares y con presencia de
cupulas desarrolladas en la estacién de crecimiento 2011-2012. Los arboles
seleccionados tenian, aproximadamente, entre 20 y 35 afos de edad
(determinada a partir del conteo de unidades de alargamiento de las ramas
bajas), presentaban un didmetro basal medio de 30,4 cm (DE= 7,3 cm) y una
altura aproximada de entre 15 y 20 m. Todos los arboles se encontraban en
zonas abiertas lo que permitié contar con ramas floriferas a distintas alturas. No
se utilizaron ejemplares de la especie N. nervosa debido a que, los ejemplares
florecidos observados en el afo de estudio eran de edades muy heterogéneas
y avanzadas. De cada arbol se seleccionaron dos ramas principales portadoras
de brotes floriferos, las cuales difirieron en la altura sobre el suelo a la que se
encontraban sus brotes florales: la rama baja presenté sus brotes florales a 2,3
m (£ 0,7) de altura promedio sobre el suelo y la rama alta los present6 a 6,2 m
(x 0,3) de altura promedio. Debido a que las ramas se desarrollaron de forma
aproximadamente horizontal, las alturas mencionadas se relacionaron
directamente con las alturas sobre el tronco a las cuales derivaron las ramas
principales seleccionadas; las ramas bajas se iniciaron a partir del tronco varios
anos antes que las ramas altas del mismo arbol. Dentro de cada arbol, las
ramas alta y baja presentaban la misma orientacién respecto del norte. De
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cada rama se cortaron 30 brotes florales; se seleccionaron los brotes con
mayor cantidad de cupulas (el 93% de los brotes elegidos presentaban entre 3
y 8 cupulas). Los brotes se seleccionaron de la zona mas periférica de cada
rama. Los brotes se colocaron en bolsas plasticas herméticamente cerradas y
se trasladaron al laboratorio en una heladera portatil (<10°C), lo cual posibilitd
que las cupulas permanecieran cerradas y que los frutos no fuesen liberados
de los brotes.

A fin de caracterizar el tamano de los brotes florales se registraron, para
cada uno, el diametro basal del tallo, el nUmero de nomofilos y el niumero de
cupulas. El diametro basal se midié justo por encima de las cicatrices dejadas
por los catafilos mas basales, siguiendo el ejemplo de otros estudios sobre
especies de Nothofagus (por ej. Puntieri et al. 2003, 2007; Stecconi et al.
2010). En base a estudios sobre otras especies, se considerd que el diametro
del tallo es una variable relacionada con la superficie de tejidos de conduccion
del tallo y, en consecuencia, con la capacidad de un eje de incorporar recursos
(Puntieri et al. 2007; Yoshimura 2011). El numero de nomofilos de un brote, por
otro lado, determina la capacidad fotosintética de un brote. De manera que, a
fin de comparar las capacidades relativas de los brotes de generar y atraer
recursos se calcularon, para cada brote, las relaciones: (A) diametro/n® de
nomofilos, (B) diametro/n® de cupulas y (C) n® de nomofilos/n® de cupulas. Se
registraron la posicién ordinal de cada cupula en el brote y la posicion en la
copa (baja o alta) de la rama correspondiente. La posicion de las cupulas en el
brote florifero se determiné tomando como referencia el nomofilo mas proximal
(Fig. 1ll.1). Las cupulas fueron cortadas transversalmente con una hoja de
afeitar y se consider6 la presencia de tejido de reserva de color blanco en el
embridon como evidencia de la viabilidad de cada una de las tres semillas de
cada cupula (Fig. lll.2). Las cupulas con defectos de desarrollo o que
presentaban dafos visibles causada por insectos fueron descartadas.
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Figura Ill.1: Brote florifero de N. obliqua en el cual estan numerados en forma
consecutiva los nudos portadores de nomofilos; se observan cupulas en los
nudos 3, 4y 5.

Semillas vanas

Semilla viable

Figura Ill.2: corte transversal de cupula indicando la viabilidad de las semillas

58



Capitulo 1l

Analisis de datos

Se compararon los brotes de ramas altas y bajas respecto al nimero de
nomofilos, al diametro basal y a las relaciones diametro/n® de nomofilos,
didmetro/n® de cupulas y n® de nomofilos/n® de cupulas. Para cada variable se
aplicé un ANDEVA de dos vias, incluyendo a la altura de la rama como factor
principal y al individuo como factor aleatorio. Debido a que los datos originales
no cumplieron con los supuestos de normalidad, se aplicé la transformacion
logaritmica (base 10) de los mismos. Cuando hubo efecto significativo de
alguno de los factores y/o de la interaccion entre los mismos, se aplicaron
pruebas a posteriori de Tukey-Kramer.

Entre ramas altas y ramas bajas se comparé el numero total de semillas
(vanas y con embrion) producidas, para lo cual se aplicé un ANCOVA con la
altura de las ramas como factor principal. En dicho analisis se incluyé la suma
del numero de nomofilos de todos los brotes extraidos de cada rama como
covariable, ya que anteriormente se observd una relacion lineal y positiva entre
el numero de nomofilos de los brotes y el numero de inflorescencias pistiladas
producidas (ver Capitulo Il). A fin de describir las relaciones entre el tamaro de
los brotes y la cantidad de cupulas producidas se probaron ajustes lineales y
sigmoideos relacionando el numero de nomofilos del brote o el diametro del
tallo del brote con el numero de cupulas producidas. No obstante, para el rango
de datos obtenidos, no se encontraron diferencias notables entre ambos
modelos, por lo cual la relacién entre el nimero de cupulas y las variables
morfolégicas de los brotes (numero de nomofilos y diametro) se analizé
mediante una regresidn lineal. Para cada arbol se compar6 la proporcién de
semillas viables entre cupulas de distinta posicion en el brote anual, mediante
pruebas de Ch¥. En estas comparaciones, las ramas alta y baja se analizaron
separadamente. Por otra parte, se compar6 la proporcion de semillas viables
entre las ramas alta y baja de cada arbol a través de pruebas de Chi. Por
ultimo, se calcularon coeficientes de correlacién de Spearman entre cada una
de las variables morfologicas de los brotes (nUmero de nudos y diametro) y la
proporcién de semillas viables. Para todas las pruebas estadisticas utilizadas
se adopt6 un nivel de significancia del 5%.
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Resultados

La morfologia de los brotes anuales difirié entre rama alta y rama baja sélo en
algunos individuos, siendo significativa la interaccion entre el factor fijo (altura
de la rama) y el factor aleatorio (individuo) sobre el diametro (F= 8,1; p< 0,001),
el numero de nomofilos (F= 7,0; p< 0,001), y las relaciones didametro/n® de
nomofilos (F= 9,5; p< 0,001), diametro/n® de cupulas (F= 7,6; p<0,001) y n®
nomofilos/n® de cupulas (F= 8,8; p< 0,001; Fig. Ill.3). Respecto al nimero de
nomofilos de los brotes de las ramas alta y baja, sélo se encontraron
diferencias significativas en dos individuos, con resultados opuestos entre los
mismos (Fig. III.3A). En cuanto al diametro, tres individuos mostraron valores
significativamente diferentes entre los brotes derivados de ramas de distinta
altura; en dos de los arboles el diametro de los brotes de la rama baja fue
mayor, mientras que en el arbol restante se observé lo contrario (Fig. 111.3B). En
cuatro individuos los brotes de la rama baja presentaron mayor relacién
didmetro/n® de nomofilos (Fig. 111.3C), mientras que la relacion didmetro/n® de
cupulas varidé entre brotes de la rama alta y la rama baja en tres individuos,
entre los cuales no hubo un patrén de diferenciacion constante (Fig. 111.3D). La
relacion n® de nomofilos/n® de cupulas fue, en general, constante en los brotes
de cada individuo, aunque en un caso se encontraron diferencias significativas,
con valores mayores en los brotes de la rama alta (Fig. III.3E).

Todos los brotes analizados presentaron cupulas a partir del tercer
nomofilo (contado desde el extremo proximal del brote portador). Se analizaron
en total 3186 semillas derivadas de ramas bajas y 3117 derivadas de ramas
altas. La proporcion de semillas viables difirid notablemente entre los arboles
seleccionados (Fig. III.3F). En términos generales, cupulas de distinta posicién
en el brote no mostraron diferencias en la proporcién de semillas viables (Tabla
[11.1). Sélo en uno de los ejemplares se observé un porcentaje de viabilidad
significativamente menor en las semillas derivadas de las cupulas mas
proximales (ubicadas en posicion 3) de los brotes ubicados en la rama baja,
que en las cupulas de las demas posiciones de esos brotes (Tabla IIl.1).
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Figura 111.3: Para brotes de la rama alta y la baja en cada individuo, promedio
(x intervalo de confianza del 95%) de numero de nomofilos (A), diametro (B),
relaciones didmetro/n® de nomofilos (C), didmetro/n® de cupulas (D), y n°® de
nomofilos/n® de cupulas (E), y porcentaje de semillas viables (F). Los asteriscos
indican deferencias significativas entre las ramas alta y baja del mismo
individuo (ver comparaciones estadisticas del grafico F en Tabla I11.2).
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Tabla Ill.1. Resultados de las comparaciones de las proporciones de
semillas viables derivadas de cupulas de distinta ubicacion en el brote
portador para cada individuo (1-10) y posiciéon de los brotes (Alta o Baja).
Se indican los valores del estadistico de Ch#, la probabilidad de error (p)
y el numero de grados de libertad (g.l.). Una diferencia significativa entre
semillas de diferente ubicacion en el brote portador se registré solamente
para ramas bajas del arbol 6 (hegritas).

Individuo Rama ChF p a.l.
Alta 5,1 0,65 7
1 Baja 1,8 0,93 6
Alta 2,0 0,74 4
° Baja 6,4 0,17 4
Alta 0,4 0,81 2
° Baja 3,7 0,29 3
Alta 1,4 0,49 2
* Baja 43 0,12 2
Alta 0,7 0,72 2
° Baja 2,8 0,28 3
Alta 1,8 0,87 5
° Baja 13,5 0,02 5
Alta 6,8 0,34 6
! Baja 7.1 0,22 5
Alta 0,2 1,00 4
° Baja 1,4 0,71 3
Alta 4,9 0,18 3
° Baja 0,7 0,72 2
Alta 55 0,23 4

10
Baja 1,8 0,62 3
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El ANCOVA no mostr6 una variacion significativa en el nimero total de semillas
entre ramas bajas y ramas altas (F= 1,7; p= 0,23), mientras que si hubo un
efecto significativo de la covariable, es decir de la suma de los nomofilos de
todos los brotes de cada rama (F= 67,7; p< 0,001). El numero de cupulas
producidas por brote present6 una relacion positiva con el numero de nomofilos
(F= 312,3; p< 0,001; Fig. lll.4A) y el didmetro de los mismos (F= 274,8; p<
0,001; Fig. 111.4B). Por otra parte, en nueve de los diez individuos estudiados, la
proporcién de semillas viables fue mayor en las ramas bajas que en las ramas
altas, siendo esta diferencia mas notable en aquellos individuos que produjeron
mayor cantidad de semillas viables (Fig. 11l.3F; Tabla IIl.2). La proporcién de
semillas viables producidas por un brote no tuvo correlacion con el numero de
nomofilos del mismo (p= 0,7), mientras que se observo una correlacion positiva

con el diametro (p= 0,2; p< 0,001).
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Tabla 1ll.2. Numeros totales de semillas con embrion (viables; +) y sin
embrion (-) y porcentaje de frutos con embridn (%+) para cada individuo, y
comparacion, por individuo, entre brotes de las ramas altas y bajas en
cuanto a la proporcion de semillas con embridn.

Individuo Bajas Altas Chr p
+ - Yo+ + - Yo+

1 172 347 33,1 37 521 6,6 120,8 <0,001
2 12 366 3,2 4 365 1,1 3,9 0,04
3 128 133 49,0 2 145 1,4 98,5 <0,001
4 8 202 3,8 2 235 0,8 4,5 0,03
5 214 110 66,1 115 146 44 1 28,4  <0,001
6 256 47 845 61 239 20,3 248,8 <0,001
7 165 216 43,3 9 336 2,6 164,6 <0,001
8 13 266 4,7 9 297 2,9 1,2 0,28
9 187 83 69,3 21 273 7,1 233,3 <0,001
10 225 36 86,2 179 121 59,7 48,8  <0,001

N° cupulas

2 4 6 8101214161820 06 10 1.4 1.8 2,2 2.6 3,0
N° nomofilos Diametro

0

Figura lll.4: Regresion lineal entre el nimero de cupulas y (A) el numero de
nomofilos o (B) el diametro de los brotes floriferos.
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Discusion

En poblaciones naturales de Nothofagus ocurren altas variaciones inter-
anuales e inter-poblacionales en la cantidad y calidad de las semillas
producidas (Marchelli & Gallo 1999). En este trabajo se observaron, para una
misma poblacién y afo de estudio, notables diferencias inter-individuales en la
viabilidad de las semillas de N. obliqua (evaluada a partir de la presencia o0 no
de embrion dentro de la semilla). También se registraron diferencias de
viabilidad dentro de cada arbol, segun la posicién de las flores pistiladas. El
numero de semillas obtenidas de los 60 brotes extraidos de cada individuo
vario entre 408 y 1077, mientras que la viabilidad de las mismas fluctud,
aproximadamente, entre 2%, para el arbol con menor porcentaje de viabilidad,
y 70% para el arbol con mayor porcentaje de viabilidad. Generalmente, la
fraccion de semillas viables que produce un individuo esta condicionada por
aspectos tales como la disponibilidad de recursos, la proporcion de flores
polinizadas y ovulos fertilizados, las condiciones ambientales y los ataques de
patdgenos o herbivoros (Stephenson 1981; Nilsson & Wastljung 1987; Yasaka
et al. 2003; Nagamitsu et al. 2006). Los efectos de estos factores pueden variar
entre poblaciones de una misma especie, entre individuos de una misma
poblacion y entre flores de un mismo individuo. Es posible pensar que tanto los
efectos ambientales bidticos como los abibticos constituyan, principalmente,
fuentes de variaciébn a escalas inter-anual y/o inter-poblacional. El presente
estudio destaca las variaciones inter- e intra-individuales en la produccién de
semillas viables dentro de un rango geografico acotado y en un mismo afno;
tales variaciones podrian tener relacibn con aspectos fisiologicos y/o de
polinizacion. Las diferencias observadas entre los distintos arboles incluidos en
este estudio en cuanto a la viabilidad de las semillas podrian explicarse en
cierta medida por diferencias en la disponibilidad de recursos, considerando
que el diametro basal de los brotes mostré una relacién directa, aunque baja,
con la produccién de semillas viables. Se ha demostrado para algunas
especies lefiosas que el diametro del tallo se vincula con el desarrollo de los
tejidos de conduccion (Nicolini & Chanson 1999; Yoshimura 2011), por lo cual
en brotes de mayor didmetro seria posible un mejor abastecimiento de recursos
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para las semillas en desarrollo. No obstante, gran parte de la variacién en la
proporcién de semillas viables no es explicada por la morfologia de los brotes.
Considerando que la polinizacion puede ser una de las principales limitantes de
la produccién de semillas (Aizen & Harder 2007), es posible pensar que los
resultados observados guarden estrecha relacion con la cantidad y calidad de
polen recibido por las flores. Esto se ha evidenciado para varias especies
arboreas anemdfilas, incluyendo Nothofagus, en las cuales la aplicacion de
polinizacion cruzada manual aumenté notablemente la cantidad de semillas
viables respecto a la polinizacion natural (Riveros et al. 1995b; Nagamitsu et al.
2006), y en otras en que la produccion de semillas viables vari6 en relacion a la
cercania y cantidad de individuos co-especificos (Regal 1982; Smith et al.
1988; Nilsson & Wastljung 1987; Knapp et al. 2001; Sork et al. 2002). Si bien
ninguno de los individuos aqui utilizados estaba aislado, heterogeneidades en
la presencia de flores en los arboles vecinos y en la direccion predominante de
las corrientes de aire durante el periodo de polinizacion podrian explicar las
variaciones inter-individuales observadas. Cabe mencionar que, en
experimentos sobre N. obliqua 'y N. nervosa, se observaron variaciones inter-
individuales en la produccién de semillas viables incluso luego de la aplicacién
de polinizacion cruzada manual (ver capitulo VI). Esto sugiere que las
diferencias entre individuos de la misma especie en la viabilidad de las semillas
producidas no so6lo se deberian a diferencias en la cantidad y calidad de polen
recibido, sino que podrian estar asociados a efectos genéticos (por ej.
compatibilidad genética entre el individuo donante de polen y el receptor).

La posicion de las cupulas en los brotes anuales no se relaciond
significativamente con la viabilidad de las semillas, excepto en una de las
ramas de un individuo. En N. obliqua es comun que, al momento de
maduracién de las flores estaminadas, parte o la totalidad de las flores
pistiladas del mismo arbol se encuentren expuestas a la llegada de polen (ver
Capitulo V). Por otra parte, el periodo de receptividad de las flores pistiladas se
iniciaria a partir de su antesis (cuando quedan expuestos los estigmas al
desplegarse la hoja tectriz) y duraria entre 10 y 15 dias, con un maximo de
receptividad entre 3 y 6 dias después de la antesis (Capitulo V). En base a
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estos datos, es posible pensar que las flores pistiladas de distintas posiciones
en el brote tendrian distintos grados de solapamiento con la liberacion de polen
del mismo arbol. El desfasaje temporal en la maduracion de las flores de un
mismo brote floral o de una misma inflorescencia, puede determinar distintas
probabilidades de auto-polinizacion que se traducen en la viabilidad de las
semillas producidas (Buide 2004). Considerando la alta auto-incompatibilidad
de N. obliqua (Riveros et al. 1995b) y el hecho de que los brotes floriferos
muestreados en el presente estudio presentaran hasta 8 inflorescencias
pistiladas, se esperaba encontrar diferencias en la viabilidad de las semillas
producidas en cupulas de distinta posicibn como producto de distintas
probabilidades de auto-polinizacién. Sin embargo esto no fue observado, lo
cual sugiere dos interpretaciones: o bien (a) que la auto-polinizacién no implica
un alto nivel de auto-interferencia en esta especie (ver capitulo VI) o (b) que no
se produjo un alto grado de solapamiento entre la liberacién de polen y la
receptividad de las flores pistiladas en cada arbol en el afio de estudio. Esta
ultima explicacidn se sustentaria en posibles efectos ambientales (temperatura,
humedad) sobre el momento de liberacién de polen (Bhattacharya & Datta
1992; Ackerman 2000; capitulo V).

La produccién total de semillas entre ramas altas y bajas no difirié en
términos cuantitativos. Por otra parte, sélo en algunos ejemplares se
encontraron diferencias en cuanto a la morfologia de los brotes de ramas
ubicadas a distintas alturas, sin observarse un patrén constante. En la mayoria
de los individuos, las relaciones didmetro/n® de nomofilos y diametro/n® de
cupulas, que dan idea del area de transporte de recursos por hoja y por cupula
respectivamente, no difirieron estadisticamente entre ramas altas y bajas. El
tamano de los brotes, estimado a partir del nimero de nomofilos y del didmetro,
se relaciondé linealmente con su capacidad de produccién de cupulas, lo cual
confirma los resultados presentados en el capitulo Il. Sin embargo la viabilidad
de las semillas no mostré relacién con el nimero de nomofilos de los brotes y
se observo una leve relacion positiva con el diametro. Es decir que el vigor de
los brotes debe variar entre valores bien determinados (aproximadamente 11y
19 nomofilos y 1,7 y 2,8 mm de diametro basal) para que la produccion de
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semillas sea alta, pero esto no significara necesariamente que la calidad de las
mismas sera alta.

La viabilidad de las semillas fue mayor en brotes de la rama baja que en
brotes de la rama alta en nueve de los 10 arboles muestreados, siendo la
magnitud de esta diferencia variable entre individuos. Debido a que las ramas
bajas son de mayor edad y, por lo tanto, se encuentran en una fase
ontogenética mas avanzada que las ramas altas, seria esperable que la
provision de recursos hacia las flores fuese menos eficiente en las primeras.
Sin embargo, en cada individuo, las diferencias entre la rama alta y baja
respecto a la viabilidad de las semillas no se asociaron a una diferenciacion
morfolégica de los brotes, lo que sugiere que los resultados observados no se
relacionan estrechamente con diferencias en la provisidbn de recursos a las
mismas. Esto indica que el resultado obtenido se asociaria, principalmente, a
distintas probabilidades de llegada de polen procedente de otros arboles. En la
introduccidn se plante6 la hipotesis de que ramas bajas serian mas propensas
a auto-polinizacion al recibir polen de las ramas superiores, y que esto se
traduciria en una menor produccién de semillas viables en estas ramas. Esta
hipotesis se sustenta en resultados de otros estudios; por ejemplo, en Pinus
contorta se encontrd una correlacion positiva entre el numero de semillas
vacias de un individuo y las probabilidades de auto-polinizacién, las cuales
aumentan a medida que disminuye la densidad poblacional y aumenta la
produccién de polen del individuo (Smith et al. 1988). En ese mismo trabajo, se
observé mayor produccion de semillas viables en conos de ramas altas que en
conos de ramas bajas. Sin embargo, los resultados de este trabajo no
confirman la hipétesis planteada, observandose resultados opuestos a los
esperados. Si bien, la obtencién de datos de una sola poblacion en una
estacion de crecimiento impide plantear la generalizacidén del patrén observado,
datos tomados con posterioridad a la escritura de esta tesis (en la misma
poblacién y en una poblacion diferente a la aqui presentada) son consistentes
con los anteriormente mencionados (datos no mostrados). Los resultados
obtenidos podrian relacionarse con una mayor densidad de polen en sectores
de baja altitud de la copa. En N. obliqua las flores se desarrollan sobre brotes

68



Capitulo 1l

con diferentes caracteristicas y de ubicaciones variadas (Capitulo Il). Teniendo
en cuenta que, para arboles de Nothofagus relativamente jévenes (como los
aqui estudiados), el numero de brotes de una rama aumenta en forma
exponencial con la edad de la rama (Barthélémy et al. 1999; Puntieri et al.
2003), podria pensarse que el numero de flores también aumentaria de la
misma manera. De ser asi, esto determinaria mayor liberacién de polen en
ramas bajas (de mayor edad) que en ramas altas (mas jovenes), lo que
implicaria mayor flujo de polen en zonas bajas de la copa. Asimismo, el flujo de
polen en las zonas bajas de la copa podria incluir, no sélo el polen liberado
directamente de los arboles, sino también por el polen depositado en el suelo y
la vegetacion (incluidas las mismas hojas de N. obliqua) y removido por las
corrientes de aire. Por otra parte, las propiedades aerodindmicas y el peso de
los granos de polen también podrian condicionar la distribucion vertical de la
nube de polen (Niklas 1985). Estudios futuros, incluyendo aplicacion de
polinizaciones manuales serian utiles para confirmar si las diferencias
observadas entre ramas y bajas se explican solamente por diferencias en la
provisiéon de polen. No deberia descartarse, ademas, que hubiera diferencias
entre ramas altas y bajas respecto de la acumulacién de mutaciones somaticas
(carga genética) que pudieran afectar a las células que dan origen a los 6vulos
(Klekowski & Godfrey 1989), e incidir diferencialmente en la produccién de
semillas viables (Wiens et al. 1989). No obstante, considerando la corta
distancia cronoldgica entre las ramas altas y bajas consideradas, no resulta
sencillo hipotetizar sobre cuales serian mas propensas a presentar deficiencias
en la produccion de semillas viables debidas a mayor acumulacion de
mutaciones somaticas.

En forma general, a partir de los resultados obtenidos es posible pensar
que las limitaciones en la polinizacién cruzada inciden significativamente sobre
la elevada proporcion de frutos vacios que suele producirse en las poblaciones
naturales de N. obliqua. Esto también ha sido confirmado en géneros
emparentadas como Quercus, Fagus y Betula (Nilsson & Wastljung 1987;
Knapp et al. 2001; Nagamitsu et al. 2006) y en otros géneros como Pinus

(Smith et al. 1988; Chanyenga et al. 2011). En principio, la misma conclusion
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podria aplicarse a otras especies de Nothofagus, lo cual también es sugerido
por estudios de polinizacion manual (Riveros et al. 1995b; Capitulo VI).
Actualmente no se cuenta con huertos semilleros de especies de Nothofagus
en Argentina, por lo cual la recoleccion de semillas para la produccién de
arboles en viveros es todavia realizada en poblaciones naturales. Sin embargo,
pocos estudios previos aportan informacién relacionada con la calidad de
semillas en poblaciones naturales de estas especies (Marchelli et al. 2012).

Conclusiones

En arboles adultos no reiterados de N. obliqua, la produccidén de semillas
viables es mayor en flores ubicadas en zonas bajas de la copa. El diametro de
los brotes floriferos tiene una relacidn menor, aunque significativamente
positiva, en tanto que la posicién de las flores pistiladas a lo largo de los brotes
floriferos suele no afectar en forma significativa el desarrollo de semillas
viables. Las limitaciones en la produccion de semillas viables son muy variables
entre individuos y pueden ser heterogéneas incluso dentro de un mismo arbol.
El presente estudio aporta una herramienta util para la recoleccion de semillas

para programas de manejo y conservacion.

70



Capitulo IV

Capitulo IV: Variaciones inter-anuales en la produccion de
flores en ramas principales de N. obliquay N. nervosa

Introduccion

En numerosas especies arbdreas, sobre todo anemdfilas, la produccién de
flores es variable de afno a afno (Kelly 1994; Herrera et al. 1998; Monks & Kelly
2006). Las variaciones inter-anuales en la produccion floral se han estudiado,
principalmente, a escala poblacional y en forma indirecta, es decir, mediante la
cuantificacion de la produccion de semillas. A partir de tales observaciones han
surgido varias explicaciones acerca del valor adaptativo de la produccion
variable de flores. Las més aceptadas relacionan este patron con beneficios a
escala de poblacion, tales como la optimizacion de la polinizacién anemdfila y
la dispersién de semillas, o la disminucion de las pérdidas de semillas por
causa de los predadores (Janzen 1971; Smith et al. 1990; Koenig et al. 1994;
Kelly et al. 2001; Kon et al. 2005; Monks & Kelly 2006). No obstante son poco
frecuentes los estudios que permiten relacionar los factores limitantes de la
produccién de flores a escala individual con la periodicidad de floracién (Sork et
al. 1993). Entre tales aspectos pueden mencionarse, como los de mayor
relevancia, el ambiente, la disponibilidad de recursos, la disponibilidad
meristematica y el estado ontogenético de la planta (Sork et al. 1993; Obeso
2002; Lehtila & Larsson 2005; Monks & Kelly 2006). Para estudiar estos
aspectos no es suficiente con cuantificar solamente la produccién de semillas
ya que de esta forma no se consideran las flores pistiladas abortadas ni la
produccién de flores estaminadas (en especies diclino-monoicas), que pueden
ser componentes importantes del costo de la reproduccion. Dentro de este
costo se incluyen los meristemas axilares asignados a la produccién de flores y
que, por lo tanto, no contribuyen en el crecimiento vegetativo de la planta. Los
estudios que han abordado esta tematica a nivel individual, mediante el conteo
directo de las flores son escasos (McCarthy & Quinn 1989). Estudios de este
tipo son importantes para profundizar en el conocimiento de las causas
funcionales y estructurales de las variaciones intra-especificas en la produccion

de semillas.
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El estudio de las variaciones en la produccion de flores a escala
individual en especies arboéreas plantea la dificultad de la complejidad
arquitectural de la copa, compuesta por gran cantidad de ejes, a menudo
heterogéneos en cuanto a su morfologia y diferenciacion. Cuando un arbol
alcanza su unidad arquitectural la copa esta compuesta por ejes que difieren
morfoldgica y funcionalmente (Barthélémy et al. 2007). Dentro del sistema de
ramificacion de los arboles pueden distinguirse ejes con distinto grado de
diferenciacién, también denominados categorias de ejes. En arboles en los
que los ejes desarrollan una estructura marcadamente jerarquica (por ej.
Nothofagus; Barthélémy et al. 1999), el tronco es el eje menos diferenciado,
compuesto por brotes de gran vigor, con crecimiento en direccién vertical y con
gran capacidad de ramificacion (Tomlinson 1978; Puntieri et al. 2003). La
presencia de estructuras reproductivas se asocia a ejes con mayor grado de
diferenciacién. Dependiendo de las especies, la sexualidad puede ocurrir sélo
en los ejes més diferenciados (ramas cortas; Grosfeld et al. 1999; Sabatier &
Barthélémy 1999), o en varias categorias de ejes (Puntieri et al. 2009; Capitulo
I).

El grado de diferenciacion de un eje depende de aspectos topoldgicos y
temporales. La posicidon en la que se origina un eje a partir de su brote
portador, y la posicion de este ultimo en el sistema de ramas, se asocia
directamente con su grado de diferenciacién. Por otra parte, los ejes de mayor
longevidad como el tronco y las ramas principales, atraviesan una serie de
etapas ontogenéticas, a través de las cuales sus brotes se hacen
progresivamente mas cortos y mas diferenciados (Passo et al. 2002,
Taugordeau et al. 2012; Fig. IV.1). En los Nothofagus, pueden desarrollarse
flores a partir de cualquier categoria de ejes excepto el tronco (Capitulo I1). En
estas especies, la observacion de la produccion de flores a lo largo del tiempo
en ramas principales resulta de interés considerando que estas ramas
atraviesan una serie de etapas ontogenéticas que reproducen, al menos
parcialmente, lo que ocurre a nivel del arbol entero. Por lo tanto, la periodicidad
observada en ramas principales puede ser una buena referencia de la
periodicidad individual en la produccién de flores. Por otra parte, los brotes del
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eje principal de las ramas principales persisten por muchos anos, por lo que la
observacion de la produccidon de flores en secuencias temporales es util para
conocer la asociacion entre la produccion de flores y la expresion del gradiente
morfogenético de las ramas. En la fase juvenil-adulta de los arboles de
Nothofagus, a medida que las ramas principales envejecen, sus brotes son
cada vez menos vigorosos y mas diferenciados (Fig. 1V.1), por lo que es
posible pensar que la producciéon de flores se torne, en términos relativos,

progresivamente mayor y mas similar a lo que ocurre en las ramas laterales.
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Rama principal |:

Figura IV.1: Esquema de un ejemplar juvenil-adulto (de alrededor de 25 afnos)
de Nothofagus pumilio. Las lineas paralelas sobre el tronco y una rama
principal indican limites de crecimiento inter-anual (limite entre brotes anuales
sucesivos). La linea inferior representa el nivel del suelo.

L

Tronco

Para Nothofagus, existen numerosos reportes que indican grandes
variaciones inter-anuales en la produccion de semillas, con afios de alta,

intermedia y baja produccién (Marchelli & Gallo 1999; Schauber et al. 2002;
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Ipinza & Espejo 2000; Donoso et al. 2004; Monks & Kelly 2006). Algunos de
estos estudios sugieren que dicho patréon se asocia, principalmente, a un
aumento en la polinizacién cruzada en los afnos de floracibn masiva, lo que
resulta en mayor produccion de semillas viables (Marchelli & Gallo 1999; Kelly
et al. 2001; Monks & Kelly 2006). Sin embargo, no existen cuantificaciones
directas de las producciones de flores estaminadas y pistiladas, lo cual daria
datos mas precisos acerca de su variacion y del costo meristematico asociado
a afnos con distintas intensidades de floracion. Por otra parte, si bien se conoce
que los brotes anuales de Nothofagus comunmente producen ambos tipos de
flores (ver capitulo Il), el grado de concordancia de la variacion inter-anual en la
produccién de cada tipo de flor se desconoce hasta el momento.

En los casos de N. obliquay N. nervosa, observaciones realizadas sobre
poblaciones naturales y experimentales indican que anos de buena produccién
de semillas ocurren cada tres y dos anos, respectivamente (Marchelli & Gallo
1999; Donoso et al. 20064, b). Asimismo, en algunas poblaciones de N.
nervosa se han observado producciones de semillas mas o menos constantes
de afo a ano (Marchelli & Gallo 1999). Sin embargo, no existen estudios a
escala individual que cuantifiquen las variaciones en la produccion de cada tipo
de flor. Considerando que en Nothofagus todas las categorias de ramas
derivadas del tronco producen flores (Capitulo Il), en estas especies las ramas
principales representan una unidad de estudio Util ya que las mismas abarcan a
todas las demas categorias de ramas. El analisis de la periodicidad de floracion
a lo largo de una rama principal podria aportar al conocimiento de la
periodicidad y el grado de variacion inter-anual en la produccién de flores, a la
vez que ayudarian a conocer en qué medida influye la intensidad de floracion
en el crecimiento ulterior de la planta. En base a lo antes mencionado, los
objetivos del presente trabajo son los siguientes: (A) conocer, en ramas
principales de N. obliqua y N. nervosa, el costo meristematico de afnos con
distinta intensidad de floraciéon, (B) observar qué periodicidad existe en estas
ramas en la produccion de flores estaminadas y pistiladas (C) analizar el grado
de concordancia entre la variacion inter-anual en las producciones de flores

estaminadas y pistiladas, y (D) analizar comparativamente la produccién de
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flores en los brotes del eje principal de ramas principales y los brotes laterales.
Para cumplir con estos objetivos se plantea cuantificar, a partir de analisis
retrospectivos, la produccidén de flores en anos sucesivos por parte de ramas
principales de N. obliquay N. nervosa.

Materiales y Métodos

Se seleccionaron individuos maduros de N. obliqua y N. nervosa, de cada uno
de los cuales se corté una rama principal baja (2-3 m de altura desde el suelo).
De la primera especie se utilizaron 12 arboles, seis de ellos pertenecientes a
una poblacién natural del Parque Nacional Lanin (40° 09’ S, 712 31" O; 687m
s.n.m.) y el resto ubicados en zonas urbanizadas de San Carlos de Bariloche
(41208 S, 712 10°0; 878 m s.n.m.) y El Bolsén (412 58’ S, 712 32°0; 305 m
s.n.m.). De N. nervosa se utilizaron siete ejemplares, cuatro ubicados en las
cercanias del lago Lolog, en el Parque Nacional Lanin (40° 00’ S, 71222’ O; 930
m s.n.m.), y los tres restantes en zonas urbanas de San Carlos de Bariloche.
En base a la observacion de los limites inter-anuales de crecimiento
(empleando marcadores conocidos para estas y otras especies de Nothofagus;
Barthélémy et al. 1999), se identificd, para cada rama, el afio de alargamiento
de cada uno de sus brotes anuales. A partir de los brotes alargados en la
estacion 2008-2009, para cada rama se realizd un anadlisis retrospectivo,
registrandose la longitud y el nimero de nudos (a partir del conteo de las hojas
o de las cicatrices dejadas por las hojas en la superficie del tallo) de cada brote
anual y la produccién axilar de cada nudo. Las posibles producciones axilares
fueron: (1) yema grande (se trata de yemas que, en base a estudios anteriores,
brotan en la estacién de crecimiento siguiente a la de su formacion), (2) yema
chica (son yemas que no brotan sino hasta varios afos después de su
formacién, a menudo como respuesta a danos en el eje portador; C. Torres y J.
Puntieri, datos no publicados), (3) rama, (4) estructura vegetativa (yema o
rama) desarrollada pero caida antes del muestreo, (5) inflorescencia
estaminada y (6) inflorescencia pistilada (Fig. 1V.2). Las estructuras producidas
en cada nudo en brotes de 2 6 mas anos se determinaron mediante la
identificacion de las cicatrices dejadas por cada estructura en el tallo del brote
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(Fig. 1V.3). El andlisis retrospectivo de la produccion axilar se hizo en tantos
anos como fuera posible identificar las cicatrices de las distintas estructuras, lo
cual dependié del grado de crecimiento secundario de los brotes. De esta
manera pudo determinarse la produccién axilar a lo largo de 4-5 afnos, segun el
ejemplar. En base a observaciones previas, se determiné que las cicatrices
dejadas por las flores estaminadas luego de su caida son poco profundas,
angostas y de forma eliptica. En Nothofagus, se ha verificado que las
inflorescencias pistiladas llevan al desarrollo de frutos y cupulas
independientemente de que se haya producido la fertilizaciéon de los 6vulos
(Riveros et al. 1995b). Por esta razon, las cicatrices dejadas por las cupulas
luego de su caida pueden emplearse como indicadoras relativamente precisas
de la presencia de flores pistiladas. Las cicatrices dejadas por las cupulas son
profundas y anchas, y en el centro de ellas se destaca la cicatriz circular,
saliente y mas oscura, dejada por los tejidos de conduccién (Fig. 1V.3). Las
cicatrices que dejan las ramas caidas son de forma similar a las dejadas por las
cupulas, aunque presentan borde mas redondeado y no sobresalen los tejidos
conductivos (Fig. I1V.3).
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1-yema

2-yema chica

3-rama diferida

4-rama ausente
5-inflorescencia estaminada
6-cupula

Capitulo IV

Figura IV.2: Ejemplo simplificado del analisis realizado en una secuencia de
cuatro anos de una rama de N. obliqua. Las lineas paralelas indican limites de

crecimiento inter-anual.
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Cicatriz capula

Tejidos
conductivos

Cicatriz del nomofilo

Cicatriz del nomofilo

Figura IV.3: Cicatrices de estructuras florales (cupula e inflorescencia
estaminada) y de rama sobre tallos de Nothofagus.
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Anaélisis de datos

Para cada arbol se calculé el numero total de inflorescencias estaminadas y
pistiladas producidas en cada ano (incluyendo todos los brotes de ese afno) y
se dividié dicho valor por el nUmero de nudos totales (sumatoria de los nudos
de todos los brotes de ese afno). Dicho cociente representa el numero relativo
de inflorecencias producidas en cada afo y es una estimacion del costo
reproductivo en términos de la proporcién de meristemas axilares asignados a
la produccién de flores (y que, por lo tanto, no pueden ser asignados al
desarrollo vegetativo). Para cada especie se graficaron las distribuciones de
frecuencias de los numeros relativos de inflorescencias estaminadas, pistiladas
e inflorescencias totales producidas por ejemplar y por afo. Esto permite
observar el rango de variacién de la produccion relativa de flores en cada
especie y la forma en que la misma varia, es decir, si fluctia alrededor de un
valor medio o si existe otro tipo de tendencia (Herrera et al. 1998). En los
graficos mencionados no se incluyé el brote mas antiguo observado en cada
rama (correspondiente con el eje principal de la rama; ver brote afio X0 en fig.
IV.4). Para observar los patrones de periodicidad en la produccion de flores a
nivel individual, para cada arbol se graficé la variacion inter-anual del nimero
relativo de inflorescencias. En los mismos graficos se incluyd la longitud del
brote del eje principal del afilo correspondiente para la rama analizada, a fin de
determinar si existe algun grado de relacion entre la produccion relativa de
flores y la tendencia ontogenética en el tamaro del eje principal de la rama.

A fin de comparar la magnitud de la variacion inter-anual en la
produccién de cada tipo de flor, para cada arbol se calcul6 el coeficiente de
variacion inter-anual (CV= desvio estandar/promedio) del numero relativo de
inflorescencias estaminadas y pistiladas. Para cada especie se realizaron
pruebas no paramétricas de Wilcoxon para comparar, los CV inter-anuales de
la produccién de inflorescencias estaminadas y pistiladas.

Con los brotes de los afios X1 en adelante de cada arbol (Fig. IV.4), se
realiz6 un analisis para estimar el grado de similitud respecto a la produccion
de flores y estructuras vegetativas (yemas o ramas) entre los brotes del eje
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principal de cada rama y los brotes laterales. Para ello se realizaron analisis de
correlacién de Spearman en cada especie, relacionando la produccién relativa
anual de inflorescencias (estaminadas + pistiladas /n° de nudos) en los brotes
del eje principal y en los brotes laterales. Para cada ejemplar y afo de
alargamiento se calculd el siguiente cociente:

(1) N~°relativo de inflorescencias del brote del eje principal en el ano Xi

N° relativo promedio de inflorescencias de los brotes laterales en el aio Xi

Dicho cociente permite evaluar la similitud, en términos cuantitativos, de la
produccién de flores en el eje principal y en las ramas laterales en cada afo.
Se observd en forma gréfica la relacion entre la longitud de cada brote del eje
principal de la rama en el afio Xi y el valor del cociente mostrado en la ecuacion
(1) en el mismo afo. Esto indica si la similitud en la produccion de flores en el
brote del eje principal y en las ramas laterales se relaciona con el vigor de los
brotes del eje principal (lo cual es indicador de su grado de diferenciacion;
Passo et al. 2002).
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Brotes Afio X3
Brotes Afio X2

Brotes Ao X1

Brote Afio X0

Eje principal
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>

Sentido de crecimiento

Figura IV.4: Esquema de la seccién de rama principal utilizada, diferenciando
los brotes alargados en distintos afos. Se ilustra un ejemplo en el que se
analiz6 una seccion de cuatro anos. Las dobles lineas cortas indican limites
entre brotes anuales.

Resultados

A partir de la informacion obtenida de los 12 ejemplares de N. obliqua y los
siete de N. nervosa mediante la observacién de afos sucesivos se observd
que, en los brotes de una misma rama principal, la produccion relativa de
inflorescencias (inflorescencias/n® total de nudos, expresada en porcentajes) en
un afno varia dentro de un rango similar en ambas especies (Fig. IV.5; ver
informacién adicional en el anexo IV.1). Dentro de estos rangos de variacion,
no se observd una distribucion normal de la produccién anual de

inflorescencias estaminadas y pistiladas, es decir, no hubo variacién alrededor
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de un valor medio. En el caso de N. obliqua, la variacion del porcentaje anual
de nudos con inflorescencias estaminadas, pistiladas y totales tendié a
presentar distribucion bimodal (Fig. IV.5 A-C). El porcentaje de nudos por afno
con presencia de inflorescencias estaminadas varié entre 0 y 35%, siendo mas
frecuentes anos con valores de 0 a 10% y de 15 a 25%. La produccion anual
de inflorescencias pistiladas ocup6 entre 0 y 35% de los nudos, observandose
mayor frecuencia de afos con valores menores a 5% y de afos con valores
comprendidos entre 10 y 25%. Tomando la produccién total de inflorescencias
(estaminadas y pistiladas), numerosos afnos presentaron nudos floriferos en
cantidad menor a 5%. Asimismo, se observa baja frecuencia de anos de
produccién intermedia (5-30% nudos floriferos) y mayor frecuencia de afnos de
alta produccion (30-45% nudos floriferos). El maximo valor observado fue de
55%.

En el caso de N. nervosa, se observo alta frecuencia de afos en los que
la produccién relativa anual de nflorescencias estaminadas y pistiladas ocup6
menos del 5% de los nudos (Fig. IV.5 D-E). Afos de alta produccién de flores
estaminadas implican que dichas flores se desarrollan hasta en el 35% de los
nudos (Fig. IV.5D). En la muestra estudiada se observé que la produccion
anual de inflorescencias pistiladas puede ocupar entre 0 y 25% de los nudos.
Entre los afios con presencia de inflorescencias pistiladas, fueron algo mas
frecuentes aquellos en los que entre 10 y 15% de los nudos produjeron ese tipo
floral (Fig. IV.5F). La produccién anual total de inflorescencias puede ocupar
entre 0 y 55% de los nudos, observandose que la distribucién de frecuencias
de esta variacion tiene tendencia bimodal (menos clara que en N. obliqua).
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N. obliqua Inflorescencias estaminadas Inflorescencias pistiladas Inflorescencias totales
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Figura IV.5: Distribucion de frecuencias del porcentaje del total de nudos
desarrollados en un afo por una rama principal con inflorescencias
estaminadas, pistiladas y totales para 12 ejemplares N. obliqua y siete N.
nervosa en cuatro afos sucesivos.

En la figura V.6 se muestra la variacién en cada individuo en las producciones
de inflorescencias y de estructuras vegetativas (yemas o ramas) relativas al
numero de nudos de los brotes a lo largo de 4-5 periodos de alargamiento.
Para cada ejemplar, el valor del afio mas antiguo (2005 6 2006 segun el caso)
incluye sélo la medida del brote correspondiente al eje principal de la rama.
Asimismo, se muestra la longitud de los brotes del eje principal de la rama en
cada ano. No se observd un patron de periodicidad constante en la produccién
de flores entre los individuos de cada especie. En ambas especies se observan
ejemplares con afnos sucesivos de produccion aproximadamente constante de
flores (lo cual fue mas comun en N. obliqua) y ejemplares en los que un ano de
produccién de flores alta es precedido y seguido por afos de produccién muy
baja o nula. Para ambas especies llegaron a registrarse periodos consecutivos
de hasta tres afnos con produccion de flores muy baja o nula. En la mayoria de
los ejemplares se observé una tendencia a la disminucién en la longitud de los
brotes del eje principal de las ramas en los anos sucesivos. En algunos
ejemplares dichos brotes presentaron longitud aproximadamente constante en
anos sucesivos, mientras que en pocos casos se observd un aumento de un

ano al siguiente.
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Figura 1IV.6: Produccidon de inflorescencias estaminadas, pistiladas y
estructuras vegetativas expresada como proporcion del numero total de nudos
(considerando todos los brotes extendidos en cada afo) en 12 ejemplares de
N. obliqua y siete de N. nervosa. En el eje de ordenadas de la derecha se
indica la longitud de los brotes del eje principal en cada arno.

Respecto a la variacion inter-anual en la produccién de flores, el coeficiente de
variacion inter-anual del numero de inflorescencias estaminadas fue, en
promedio, de 1,21 (ES= 0,13) para N. obliqua y de 1,32 (ES= 0,12) para N.
nervosa, mientras que el CV promedio para las inflorescencias pistiladas fue de
1,25 (ES= 0,17) y 1,66 (ES= 0,18) respectivamente. En ninguna de las dos
especies se observaron diferencias significativas entre inflorescencias
estaminadas y pistiladas segun la prueba de Wilcoxon (N. obliqua: Z= 0,78, p=
0,43; N. nervosa: Z= 1,69, p= 0,09).
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En ambas especies se la produccion relativa anual de inflorescencias
(estaminadas + pistiladas) producidas por el brote del eje principal de la rama
se correlacion6 positivamente con la produccién promedio de las ramas
laterales (N. obliqua: p= 0,63, p< 0,001; N. nervosa: p= 0,61, p< 0,001; Fig.
IV.7). Similares resultados se observaron al considerar la produccion relativa de
estructuras vegetativas (yemas o ramas: N. obliqua: p= 0,55, p< 0,001; N.
nervosa: p= 0,69, p< 0,001; Fig. IV.7). Graficamente, se observo que el grado
de similitud entre la produccién relativa anual de inflorescencias del brote del
eje principal de una rama y la produccién en las ramas laterales (ver ecuacién
(1)) depende del tamario de dicho brote (Fig. IV.8). Para N. obliqua, el grado de
similitud se relaciona positivamente con el tamano de los brotes del eje
principal, en brotes con menos de 20 cm de longitud. Entre brotes de tamaros
mayores se observa una relacién negativa (Fig. 1V.8). En el caso de N. nervosa
se observd una relacion positiva entre los brotes menores a 12 cm, mientras

que en brotes de tamario mayor la relacion se torna negativa (Fig. IV.8).
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Figura IV.7: Para N. obliquay N. nervosa, relacion entre la produccion relativa

de nudos con estructuras vegetativas y nudos con inflorescencias entre brotes
del eje principal (eje ppal.) y brotes laterales al mismo (ramas).
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N. obliqua N. nervosa
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Figura 1V.8: Relacion entre el cociente de las producciones anuales relativas
de inflorescencias entre brotes del eje principal de cada rama (eje ppal.) y sus
brotes laterales (ramas), y la longitud del brote anual del eje principal. Las
rectas (regresion lineal) ilustran las tendencia para brotes de menos de 20 cm
en N. obliqua y en brotes de menos de 12 cm en N. nervosa

Discusion

Para N. obliquay N. nervosa se observé el rango de variacion de la produccion
relativa de inflorescencias, registrandose que las mismas pueden ocupar, como
maximo, entre 50 y 60% de los nudos de los brotes derivados de una rama
principal. En el caso se N. obliqua fue notorio, dentro de la variacion observada
en la produccion relativa de inflorescencias totales, una distribucion bimodal de
los datos, con alta abundancia de afios de escasa produccién (0-5% de nudos
floriferos), escasa abundancia de afios de produccion intermedia (5-30% de
nudos floriferos) y alta abundancia de afos de alta produccion floral (30-60%
de nudos floriferos). Esto fue menos evidente en N. nervosa, probablemente
debido a que, para la ultima especie, el niumero de ejemplares analizados no
fue suficientemente alto. Considerando que el rango de variacion inter-anual
observado en la produccion relativa de inflorescencias en la ramas principales
fue similar para ambas especies, es probable que en N. nervosa la distribucion
de dicha variacién presente una tendencia similar a la registrada para N.
obliqua. La alta frecuencia de anos de alta y afios de baja produccion de flores
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y la baja frecuencia de anos de produccién intermedia es coherente con lo
observado a escala poblacional en la mayoria de las especies arbéreas que
producen flores en forma variable (Kelly 1994; Herrera et al. 1998). Para N.
obliqua, puede decirse que, en anos de alta produccion de flores, los brotes
derivados de una rama principal ocupan entre 30 y 55% de sus nudos en el
desarrollo de inflorescencias. En el caso de N. nervosa, los datos obtenidos no
son suficientes para sacar conclusiones en este sentido, aunque en afnos
determinados se observdé que algunos de los ejemplares seleccionados
presentaron numeros relativos de inflorescencias similares a los mencionados
anteriormente. Estos resultados dan idea de los costos en términos de
meristemas que implican afos de alta produccion de flores, a escala individual.

Los reportes disponibles hasta al momento referidos a las variaciones en
la produccién de flores en Nothofagus, son estudios a escala poblacional
basados en el conteo de semillas (Marchelli & Gallo 1999; Ipinza & Espejo
2000; Donoso et al. 2004). No obstante, estos conteos no permiten obtener
informacion directa sobre los costos de la floracion, ya que no incluyen a las
flores estaminadas ni a las flores pistiladas que no desarrollan frutos. Los datos
aqui presentados dan una idea de los costos, en términos de meristemas
axilares, asociados a la floracion en ramas principales de N. obliqua y N.
nervosa. La observacion del consumo de meristemas axilares como estimacion
de los costos reproductivos resulta de interés, considerando que esto afecta
directamente las funciones vegetativas de los ejes (Lehtila & Larsson 2005;
Ishihara & Kikuzawa 2009). En algunas especies, principalmente herbaceas, se
ha demostrado que la disponibilidad meristemética seria una de las limitantes
de la produccion de flores (Geber 1990). Esto se ha estudiado poco en
especies arboreas. En especies de Quercus se ha observado que la
produccién de frutos de un arbol en un afo determinado esta condicionada por
la produccion de flores en afos previos (Sork et al. 1993). Si bien, el patrén
antes mencionado podria tener relacién con limitaciones meristematicas, la
metodologia y escala de estudio utilizada (recoleccién de semillas en arboles
enteros) impide distinguir si el mismo se relaciona con limitantes meriteméaticas

o de otro tipo de recurso. En el caso de las especies de Nothofagus, que
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producen flores en ejes de varias categorias distintas, es posible pensar que el
costo meristematico de la floracion determine, al menos en parte, la
periodicidad en la produccion de flores. Se ha propuesto que otras variables no
relacionadas con los costos reproductivos, tales como la temperatura durante
los periodos de formacién y diferenciacion de las yemas, actian como
reguladoras de los afios de floraciébn masiva (Schauber et al. 2002). Sin
embargo, considerando que la produccién de flores representa una disminucién
en la produccion de ramas al ano siguiente a la floracién, la limitacidén
meristematica debe considerarse como otro posible factor regulador de la
periodicidad en la produccién de flores en Nothofagus.

En el presente trabajo se analizd6 la produccion de flores en una
secuencia de afos sucesivos en ramas principales de N. obliquay N. nervosa.
La informacién obtenida da indicios acerca de los posibles patrones de
variacién inter-anual en la produccién de flores a escala individual. En términos
generales, se observaron ejemplares que mostraron produccion de flores en
anos sucesivos y ejemplares en los que ocurrié un afo de floracién precedido y
seguido por anos de produccion baja o nula (menos de 3% de los nudos con
flores). En proporcion, mas ejemplares de N. obliqua presentaron flores en
anos consecutivos. En los ejemplares en los que ocurrieron floraciones
sucesivas (No1, No2, No4, No5, No6, No10, No11, No12, Nn2 y Nn4), se
observa que la produccién relativa de flores o bien se mantuvo
aproximadamente constante o aumenté entre los afnos sucesivos de floracion.
En el caso de N. obliqua, las ramas principales de algunos individuos
produjeron flores hasta por tres afos consecutivos. Previamente se ha
mencionado que algunas poblaciones de N. nervosa pueden presentar
produccién de semillas aproximadamente constante en afos sucesivos
(Marchelli & Gallo 1999). Esto mismo se observo en dos de los ejemplares de
N. nervosa aqui estudiados; uno de estos arboles produjo flores durante cuatro
anos, siendo mayor la proporcién de inflorescencias estaminadas que la de
inflorescencias pistiladas. Ademas, en dicho ejemplar se observaron yemas
floriferas en los brotes del ultimo afo (datos no mostrados), lo que implica la

produccion de flores en 5 afos sucesivos. La variacion intra-especifica
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respecto de las tendencias en la periodicidad de produccion de flores y, en
consecuencia, de semillas, podria tener origen en variaciones ontogenéticas,
genéticas y/o de calidad de sitio. En especies emparentadas como las de los
géneros Betula y Quercus se ha demostrado que factores ambientales como
las condiciones climaticas y la disponibilidad hidrica son importantes
determinantes de la produccién de semillas (Sork et al. 1993; Houle 1999;
Pérez-Ramos et al. 2010). A partir de la muestra observada no se deducen
claramente factores que determinen el patrdén de periodicidad de produccién de
flores en cada arbol. Para N. nervosa se ha sugerido que aspectos genéticos
podrian estar involucrados en la capacidad de produccion de flores (Marchelli &
Gallo 1999). En este trabajo no se observd una clara relacion entre el tamafo
de los brotes del eje principal de las ramas (lo cual es indicador del estado
ontogenético de la rama) y el patrén de periodicidad en la produccion de flores.

Observaciones previas en poblaciones naturales y experimentales de N.
obliqua y N. nervosa, mencionan que ocurre buena producciéon de semillas
cada tres y dos afos respectivamente (Donoso 1993; Marchelli & Gallo 1999;
Donoso et al. 20064, b). Estos resultados no son totalmente confirmados por
este estudio al observar las variaciones en la produccién de flores de las ramas
principales, lo cual puede deberse a las distintas escalas de analisis
empleadas. A partir de los resultados obtenidos aqui no es posible determinar
si aspectos como los costos meristematicos o el estado ontogenético de las
ramas se relacionan con la periodicidad en la produccion de flores en cada
especie.

En Nothofagus, las inflorescencias estaminadas y pistiladas ocupan
distintas posiciones en los brotes anuales (Puntieri et al. 2009), por lo que su
produccién implica distintos costos. Las inflorescencias estaminadas se ubican
en nudos proximales del brote, mientras que las inflorescencias pistiladas
ocupan nudos mas distales (Puntieri et al. 2009). En los brotes de Nothofagus,
los nudos proximales suelen no desarrollar ramas en el corto o mediano plazo
(excepto si el brote sufre dafo fisico) y, por otro lado, las ramas presentan un
gradiente creciente de vigor desde los nudos proximales hacia los nudos
distales (Barthélémy et al. 1999; Stecconi et al. 2000; Puntieri et al. 2003;
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Torres et al. 2009). Es decir que, considerando las potencialidades de los
meristemas axilares en cuanto a la produccién vegetativa, el costo
meristematico por producir flores aumenta, en estas especies, desde la porcién
proximal hacia la distal del brote anual. Por esta razén, los costos asociados a
la produccién de cada tipo de flor son distintos: la produccién de inflorescencias
estaminadas limita, a lo sumo, la produccion de ramas cortas (Barthélémy et al.
1999), mientras que la produccién de inflorescencias pistiladas restringe con
mayor frecuencia la produccion de ramas de mayor tamano (Puntieri et al.
2003; ver capitulo Il). Cabe aclarar que deben considerarse otros aspectos que
también podrian causar diferencias en la periodicidad de producciéon de cada
tipo de flor, como por ejemplo presiones de seleccién diferenciales en las
funciones masculina y femenina o costos diferenciales en términos de recursos.
Considerando las diferencias asociadas a los costos meristematicos de la
produccién de cada tipo de flor en ambas especies estudiadas, es posible
pensar que, de existir alguna regulacion en la periodicidad de floracidén
asociada a estos costos, se observarian diferencias en las variaciones
cuantitativas inter-anuales entre ambos tipos de flores. Esto no se observd en
N. obliqua, mientras que para N. nervosa se destacaron ciertas diferencias
(aunque no confirmadas por los analisis estadisticos), observandose mayor
variacion inter-anual en la produccion de inflorescencias pistiladas. Las
inflorescencias estaminadas representarian un costo menor en términos de
meristemas, por lo que la ocurrencia de afos sucesivos de produccion
relativamente alta de esas flores no tendria grandes consecuencias en
términos de crecimiento vegetativo. Los resultados contrastantes entre ambas
especies pueden deberse a la diferencia que existe en la disposicién de las
flores en los brotes anuales. La diferencia de costos de las inflorescencias
pistiladas y estaminadas seria superior en N. nervosa, ya que en esta especie
las inflorescencias pistiladas se desarrollan en nudos mas distales en
comparacién con N. obliqua (Puntieri et al. 2006).

En las especies arboreas, la morfologia de las unidades de crecimiento
de los ejes de mayor longevidad como el tronco y las ramas principales, cambia
a lo largo de la ontogenia, siguiendo patrones aproximadamente constantes en
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cada especie (Passo et al. 2002; Renton et al. 2006; Barthélémy et al. 2007;
Taugordeau et al. 2012). La longitud de las unidades de alargamiento es uno
de los aspectos morfoldgicos que reflejan tendencias asociadas con la edad
fisiologica de los meristemas (Passo et al. 2002; Taugordeau et al. 2012). La
produccién de flores en ramas principales de las especies de Nothofagus
también podria variar a lo largo de la ontogenia, debido a la relacion entre los
fendémenos de floracion y de diferenciacidén de los ejes (Barthélémy et al. 2007).
En este estudio se observé que la produccion de flores en los brotes del eje
principal de las ramas tendié a relacionarse positivamente con la produccién en
las ramas laterales. No obstante, no se observé una relacién proporcional y, en
ambas especies, los brotes del eje principal de la rama presentaron,
comunmente, menos flores en proporcidén al nimero de nudos que el promedio
de los brotes laterales. En pocas ocasiones se observé mayor numero relativo
de flores en brotes del eje principal respecto a los laterales. Lo contrario se
observo respecto a la produccién relativa de estructuras vegetativas. Estos
resultados reflejan las diferencias funcionales de los brotes del eje principal de
las ramas principales con respecto a sus brotes laterales, mostrando que en los
primeros predominan las funciones vegetativas, a pesar de la presencia de
flores. En ambas especies los datos sugieren que el grado de similitud entre las
producciones relativas de flores en un brote del eje principal y en los brotes
laterales depende del tamaro del primero. En el caso de N. obliqua, cuando los
brotes del eje principal de las ramas superaron los 20 cm, la produccion relativa
de flores en esos brotes fue mucho menor a la observada en sus brotes
laterales. No obstante, cuando los brotes del eje principal de las ramas fueron
menores a 20 cm, se observd una relacién positiva entre el tamafno de los
brotes del eje principal de las ramas y el cociente entre la produccion relativa
de flores en esos brotes y la produccion relativa de flores en sus brotes
laterales. Para N. nervosa, se obtuvo una tendencia similar (con mayor
variacion en brotes de menos de 10 cm y valores muy bajos para longitudes
mayores), aunque los brotes del eje principal siempre presentaron menor
proporcion de nudos con flores que sus laterales. En estas especies, los brotes

mas vigorosos correspondientes al tronco o a las ramas principales,
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comunmente se componen de 6rganos preformados y neoformados (Puntieri et
al. 2000, 2002, 2007; Souza et al. 2000; Guédon et al. 2006). Debido a que las
inflorescencias estaminadas y pistiladas se encuentran preformadas en las
yemas, el aumento del nimero de nudos de un brote por neoformacion
(diferenciaciéon y alargamiento simultaneo de érganos durante el periodo de
crecimiento; Barthélémy et al. 2007) implica que, en un brote florifero, la
proporcion de nudos con flores sea menor. Por lo tanto es posible, que la
relacion lineal observada entre la longitud de los brotes del eje principal y la
similitud en la produccion relativa de flores con los brotes laterales, sea vélida
para brotes del eje principal completamente preformados, y el cambio en la
tendencia de la relacién que se observd para brotes mas vigorosos se relacione
con la presencia de 6rganos neoformados. En conjunto, los datos sugieren que
la produccion de flores tiende a ser proporcionalmente menor en los brotes del
eje principal de cada rama. Esta tendencia se acentuaria en estadios
ontogenéticos mas tempranos, es decir, cuando los brotes del eje principal son
mas vigorosos. Conocer el grado en que la produccién de flores en los brotes
del eje principal representa lo ocurrido en las ramas laterales permite
determinar si dichos brotes pueden utilizarse como indicadores de la
produccién de flores en un ano determinado. Dichos brotes persisten por
muchos afos, a diferencia de brotes laterales que pueden caerse por
autopoda. A partir de los datos obtenidos es posible indicar que la observacién
de cicatrices florales en los brotes del eje principal puede dar una idea de la
producciéon de flores en sus ramas para el mismo afio de desarrollo. Sin
embargo, la ausencia de flores en un brote del eje principal de una rama no es
suficiente para afirmar que no se desarrollaron flores en las ramas de ese eje
en ese mismo ano. Ampliar datos de este tipo seria de utilidad a fin de ajustar
modelos que relacionen la produccion de flores en el eje principal y en los ejes
laterales, lo cual seria una herramienta util para el estudio de las variaciones

inter-anuales en la produccién de flores.

95



Capitulo IV

Conclusiones

Los tipos de inflorescencias que presentan las especies de Nothofagus, y el
nuamero constante de flores por inflorescencia que se registra en cada especie,
permiten realizar evaluaciones retrospectivas de la produccion de flores
mediante la observacibn de cicatrices. Si bien estos estudios tienen
limitaciones en cuanto al nimero de afnos que se pueden analizar en un
momento puntual, los mismos permiten distinguir con precisién la produccion
de cada tipo de flor en afos determinados. A futuro, resultaria de gran interés
realizar monitoreos de largo plazo sobre arboles especificos, tomando ramas
en distintas zonas de la copa. Estos permitirian una aproximaciéon mas precisa
al conocimiento del tipo de periodicidad en la produccién de flores en
Nothofagus. A partir de la seleccion de una muestra relativamente heterogénea
en cuanto a edad de arboles y sitio de crecimiento, el presente estudio aporta
informacién acerca del rango de variacion en la produccion relativa de flores en
N. obliqua y N. nervosa. Asimismo, se observé que la periodicidad en la
produccién de flores no es homogénea entre arboles de una misma especie.
Las variaciones observadas en este sentido podrian asociarse a la edad de los
arboles o a diferencias genéticas o de sitio. En el caso de N. nervosa, los
resultados sugieren un mayor grado de variacion inter-anual en la produccion
de inflorescencias pistiladas con respecto a las estaminadas, lo cual podria
asociarse a los altos costos meristematicos del desarrollo de flores pistiladas
en esa especie. Los brotes del eje principal de las ramas tienden a presentar
menor numero relativo de flores que los brotes laterales, aunque estas
diferencias variarian a lo largo de la ontogenia de la rama. La observacion de la
produccién de flores en los brotes del eje principal de la rama puede dar idea
de la produccién total de flores en cada afo, aunque es necesario ampliar
estas observaciones a fin de realizar modelos que mejoren la exactitud de
dichas estimaciones.
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Anexo IV.1: Para cada arbol, distribucion de frecuencias de los niumeros de
inflorescencias estaminadas (azul), pistiladas (rojo) y totales (verde) producidas
por brote anual.
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Capitulo V: Fenologia floral de brotes anuales de N. obliqua, N.
nervosa e hibridos inter-especificos

Introduccion

El estudio de la fenologia floral, es decir, la identificacidon de las etapas de
desarrollo de las flores y su distribucion temporal, es crucial para comprender la
ecologia reproductiva de las especies vegetales y representa un conocimiento
basico con miras a la reproduccién controlada de especies de interés comercial
y/o de conservacion (Varela & Valdiviesso 1996; Tooke & Battey 2010; Tal
2011). La liberacion y transporte de polen, asi como la recepcién del mismo en
los estigmas receptivos, dependen de la interaccién de factores endbégenos y
ambientales que determinan los momentos de maduracién de estambres y
pistilos. La cantidad y origen de polen que reciba una flor pistilada es, en gran
medida, funcién de su momento de antesis y del momento de liberacién de
polen de la misma planta y de plantas co- y hetero-especificas. En las especies
monoicas, el grado de solapamiento temporal de los momentos de maduracién
de los estambres y carpelos producidos por un mismo individuo determina las
probabilidades de auto-polinizacion (Lloyd & Webb 1986; Galen et al. 1989;
Navarro 1997; Dai & Galloway 2010). Debido a las barreras de auto-
incompatibilidad que se presentan en gran numero de especies (Aizen et al.
1990; Riveros et al. 1995b; Yacine & Bouras 1997; Steiner & Gregorius 1999;
Allen & Hiscock 2010; McGowen et al. 2010), puede afirmarse que la fenologia
floral guarda estrecha relacion con la produccién de semillas viables.

En especies con flores unisexuales, las descripciones de fenologia floral
implican la determinacion de las fases de desarrollo de las flores estaminadas y
del momento de liberacidbn de polen, asi como también del momento de
receptividad de los estigmas de las flores pistiladas. Generalmente, la
maduracién de las flores estaminadas es observable a simple vista, siendo
evidenciada por cambios en la morfologia y coloracion de los estambres y por
la liberacion de polen. Por el contrario, la receptividad de los estigmas suele ser
mas dificil de identificar, ya que est4d determinada por la presencia de

secreciones estigmaticas que promueven la hidratacion y germinacion del
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polen, y el crecimiento del tubo polinico (Herrero & Hormaza 1996; Lush et al.
1998; Sanzol et al. 2003; Edlund et al. 2004; Waites & Agren 2006). En algunas
especies, este periodo de receptividad es evidenciado por cambios
morfoldgicos o de coloracién que afectan a la superficie estigmatica (Gonzalez
et al. 1995; Varela & Valdiviesso 1996; Oddie & McComb 1998;
Tangmitcharoen & Owens 1997; Yi et al. 2006; Lora et al. 2007; Tal 2011). Sin
embargo, en otras especies es necesario aplicar métodos indirectos que
permiten detectar actividad enzimatica en los estigmas para determinar su
receptividad, la cual no puede detectarse a simple vista (Jones 2002; Dafni &
Maués 1998). Dichas técnicas son calibradas mediante la comparacioén con la
aplicacion de polinizaciones manuales y la posterior observacién de la
produccién de semillas viables y/o de la germinacién de los granos de polen
sobre los estigmas. Esta ultima es considerada la forma méas precisa de
evaluacion de la receptividad estigmatica (Oddie & McComb 1998; Sanzol et al.
2003; Vesprini & Pacini 2005; Ofosu-Anim et al. 2006; Page et al. 2006; Lora et
al. 2011).

Los Nothofagus son especies altamente auto-incompatibles (Riveros et
al. 1995b), por lo que el solapamiento entre las funciones femenina y masculina
promoviendo la auto-polinizacién, podria afectar negativamente la polinizacién
cruzada y reducir la produccién de semillas viables, como ocurre en otras
especies (Shore & Barrett 1984; Yacine & Bouras 1997; Steiner & Gregorius
1999). Como se menciond en capitulos anteriores, los brotes floriferos de las
especies de Nothofagus desarrollan inflorescencias estaminadas en nudos
proximales e inflorescencias pistiladas en nudos mas distales (ver Capitulos I,
II). En N. nervosa las secciones del brote florifero donde se desarrollan
inflorescencias estaminadas y pistiladas se encuentran separadas entre si por
1-5 yemas axilares, mientras que en brotes de N. obliqua ambas secciones son
consecutivas (Puntieri et al. 2009). Considerando la posicidon de ambos tipos de
flores en el brote anual, estudios previos han sugerido que la liberacién de
polen antecede al periodo de receptividad de los estigmas del mismo arbol, con
lo cual se evitaria la auto-polinizacién (Riveros et al. 1995a; Donoso et al.
2006). Asimismo, se ha sugerido que dicha separacién seria mayor en N.
nervosa que en N. obliqua debido a las diferencias mencionadas en la
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distribucién de ambos tipos de flores en los brotes anuales de estas especies
(Puntieri et al. 2009). Sin embargo, no existen estudios fenolégicos a nivel de
brote en Nothofagus que incluyan una evaluacion precisa del periodo de
receptividad de las flores pistiladas ni del tiempo de maduracién de las flores
estaminadas. Por lo tanto, a partir de la simple observacion de los brotes
anuales no es posible inferir sobre el grado de separacién de la liberacion de
polen y la receptividad de los estigmas.

La observacion detallada de la fenologia floral, incluyendo la evaluacién
del periodo de receptividad de los estigmas, es necesaria para contrastar las
ideas mencionadas anteriormente. Por otra parte, el establecimiento de
criterios de analisis de la fenologia floral en Nothofagus y su relacién con
factores ambientales resultaria Gtil para estudios futuros destinados a evaluar
los efectos de probables cambios climaticos en la reproduccion natural de estas
especies. Asimismo, dicha informacion es necesaria para estudios que
impliquen cruzamientos controlados, como aquellos que tienen como meta la
domesticacion con fines forestales. El presente trabajo tiene como objetivos (A)
estimar el periodo de receptividad de los estigmas relativo al momento de
antesis (momento en que las flores quedan expuestas a la llegada de polen)
mediante la aplicacién de polinizaciones secuenciales y la evaluacién de la
germinacién de los granos de polen, (B) describir la fenologia de las flores de
N. obliqgua, N. nervosa e hibridos inter-especificos entre ambas especies,
delimitando fases de desarrollo de las flores estaminadas y su relacion entre
éstas y la antesis de las flores pistiladas y (C) estimar los efectos de la
temperatura y la humedad ambientales sobre la velocidad de maduracion de
las flores estaminadas.

Materiales y Métodos

Debido a la gran demanda de tiempo que implican tanto el seguimiento de la
fenologia de los brotes como el analisis de la receptividad de los estigmas
mediante polinizaciones secuenciales, ambos estudios se realizaron en anos
diferentes. Por otra parte, las grandes variaciones en la produccién de flores de
un afo a otro para los mismos individuos, impidié utilizar los mismos

ejemplares para ambos estudios.
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Receptividad de los estigmas

Para el andlisis de la receptividad de los estigmas, se utilizaron ramas floriferas
colocadas en hidroponia. En experiencias previas se logr6 mantener ramas
floriferas de Nothofagus en hidroponia hasta por 30 dias sin observarse efectos
negativos en el desarrollo de hojas y flores. De esta forma, si se cortan ramas
de los arboles luego del inicio de la brotacion, es posible observar las etapas de
la floraciébn masculina y femenina hasta el inicio de la fructificacién. Dos
razones motivaron el empleo del cultivo en hidroponia para este estudio. Por un
lado, con esta técnica se simplifica el seguimiento del desarrollo de las flores
pistiladas, que tienen tamafo muy pequeio (< 1mm de diametro). Por otro
lado, el mantenimiento de brotes en hidroponia facilita la aislacion de las flores
pistiladas para evitar polinizaciones no deseadas.

En el ano de muestreo (2009) se identificaron pocos ejemplares con
desarrollo de flores y s6lo de la especie N. obliqua, por lo que se utilizd
solamente dicha especie en este estudio. Se seleccionaron cuatro arboles (de
aqui en adelante denominados A1, A2, A3 y A4) con ramas portadoras de
yemas floriferas. Los cuatro ejemplares pertenecen a una poblaciéon natural
ubicada en el Parque Nacional Lanin (40°09’40” S; 71°31°32” O). Un quinto
ejemplar (A5), ubicado en San Carlos de Bariloche, fue utilizado como
proveedor de polen. En septiembre de 2009, antes de la brotacién de las
yemas, se cortaron cinco secciones de ramas principales de cada arbol.
Inmediatamente después, dichas secciones se colocaron en agua y se llevaron
a invernadero en donde las mismas se traspasaron individualmente en botellas
de 500 cm?® llenas con agua. Las ramas se colocaron en un sector del
invernadero con ventilacion a fin de que las condiciones de temperatura
difirieran lo menos posible de las condiciones exteriores. El agua de las botellas
fue reemplazada cada 48hs y en cada reemplazo se cortd, bajo agua,
aproximadamente 1 cm del extremo proximal del eje principal de cada rama.
Las inflorescencias estaminadas de la rama del arbol A5 fueron extraidas poco
antes de la apertura de las anteras y se colocaron en recipientes abiertos a
temperatura ambiente (15-20°C). Una vez que las anteras se abrieron dentro

de los recipientes, el polen se mantuvo a 5°C con silica-gel. En el caso de las
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ramas de los arboles A1, A2, A3 y A4, los brotes fueron emasculados antes de
la maduracion de las flores estaminadas.

Las flores pistiladas de las especies de Nothofagus poseen perigonio
rudimentario que no cubre los estigmas (Correa 1984). Por otro lado, las
inflorescencias pistiladas en las especies de Nothofagus incluidas en este
estudio son siempre trimeras y, al igual que cada una de las flores, sésiles. De
manera que, al inicio de la floracion los estigmas de las tres flores pistiladas de
cada inflorescencia solo estan cubiertos por la lamina y las estipulas de la hoja
tectriz correspondiente. Por esta razdn, en este trabajo se consider6 como
antesis de una flor pistilada (que es equivalente a la antesis de las tres flores
de cada inflorescencia) al momento en que se despliegan las estructuras
foliares del nudo correspondiente, dejando a los estigmas accesibles al polen
(Fig. V.1). Este criterio de definicion de la antesis se ha utilizado previamente
en otras especies (Richards 1997, en Page et al. 2006). Para los arboles A1,
A2 y A3, se asigné cada rama a uno de los siguientes tratamientos: 1-
polinizacion en el dia de la antesis (0 DDA); 2- polinizacion 3 dias después de
antesis (3 DDA); 3- polinizacion 6 dias después de antesis (6 DDA); 4-
polinizacion 10 dias después de antesis (10 DDA), y 5- polinizacion 15 dias
después de antesis (15 DDA). Del arbol A4 se obtuvieron pocas ramas con
flores, por lo que se asignaron ramas solo a los tratamientos 1 a 3. Los
nomofilos de los brotes se despliegan en forma secuencial desde posiciones
proximales a distales, por lo que las inflorescencias pistiladas de un mismo
brote no quedan todas expuestas en forma simultanea. Por esta razon, sélo se
polinizé la inflorescencia pistilada mas proximal de cada brote a fin de
mantener la mayor homogeneidad posible en los tiempos de polinizacién.
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Estigmas
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Figura V.1: Esquema de un nudo florifero en el periodo de receptividad de las
flores pistiladas de una inflorescencia.

l«——Tallo del brote

Se utilizaron en total 139 brotes floriferos de los cuales se polinizaron 417
flores pistiladas. Las polinizaciones se aplicaron directamente sobre los
estigmas utilizando un pincel fino. Para la primera polinizacion (0 DDA) de los
arboles A2 y A3, debid utilizarse polen del afo anterior almacenado en
heladera porque, dada la temprana brotacion de las ramas de esos arboles, no
fue posible disponer de polen fresco en ese momento. Un estudio previo
demostré6 que, conservado a 4°C, el polen de especies de Nothofagus
mantiene entre 20 y 50% de viabilidad luego de un ano de almacenamiento
(Baez et al. 2002). Las demas polinizaciones se realizaron con polen fresco
procedente de las ramas del arbol A5. Las flores se fijaron en FAA 24 hs luego
de aplicada la polinizacién. Las flores fijadas fueron ablandadas durante 24 hs
en solucion de NaOH 1.5 M, luego lavadas con agua destilada y por ultimo
colocadas en solucién 0,1% m/v de azul de anilina en K,POH4 0,1M por 24 hs.
Al cabo de este tratamiento, las flores fueron montadas en glicerina siguiendo

la técnica de aplastado. Se contd el numero de granos de polen germinados
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sobre los estigmas de cada flor utilizando un microscopio de epifluorescencia
(Olympus BX51) equipado con una ladmpara HBO 50W y un filiro para
excitaciéon en luz UV (BP 330-385 nm, BA 420 nm; Fig. V.2). Para cada
inflorescencia, las tres flores se consideraron individualmente en los conteos.
Considerando cada individuo por separado, se compar6 el numero de
granos de polen germinados en los estigmas entre los distintos momentos de
polinizacion. Debido a que los datos no cumplieron con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas, las comparaciones se realizaron con
la prueba no paramétrica de Kuskal-Wallis (Sokal & Rolf 1981). Cuando se
observaron diferencias significativas mediante la prueba mencionada, se
realizaron comparaciones apareadas mediante pruebas de Mann-Whitney,
utilizando un nivel de significancia ajustado por el nimero de comparaciones.

Figura V.2: Granos de polen de N. obliqua germinados sobre las superficies
estigmaticas (areas oscuras) observadas con microscopio de epifluorescencia.

Fenologia de los brotes reproductivos

Para este estudio se utilizaron arboles localizados en el vivero forestal de la

Unidad de Mejoramiento Ecolégico, Genético y Forestal de la EEA INTA

Bariloche, ubicada 5 km al este de San Carlos de Bariloche (412 07’ 15” S, 71°

15 06” W; 770 m s.n.m.). El empleo de arboles desarrollados en el mismo

vivero, bajo condiciones ambientales semejantes, permitié registrar con
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precision el crecimiento de los brotes florales y realizar comparaciones intra- e
inter-especificas. La poblacién utilizada ocupa un area de unos 1500 m?y se
encuentra, aproximadamente, entre 70 y 100 km al sur de las poblaciones
naturales mas cercanas de N. nervosay N. obliqua respectivamente. En el afo
de estudio (2011) tres arboles de N. obliqua (de aqui en adelante No1, No2 y
No3), dos de N. nervosa (Nn1 y Nn2) y tres ejemplares hibridos entre ambas
especies (Hi1, Hi2 y Hi3) presentaron flores. A principios de la primavera de
2011, antes de la brotacion, para cada arbol se marcaron tres brotes
desarrollados en la estacion de crecimiento anterior (2010-2011; de aqui en
adelante “brotes portadores”) elegidos en base a la presencia de yemas
floriferas, las cuales se identifican por presentar contorno mas esférico que el
de las yemas vegetativas (Puntieri et al. 2009).

A partir de la brotacién, cada brote florifero (en total 98 brotes de N.
obliqua, 64 brotes de N. nervosa y 77 brotes de los hibridos) fue observado
cada dos-tres dias y en cada observacién se registraron: el numero de
nomofilos desplegados, el numero y estado fenolégico de las inflorescencias
estaminadas y el numero de inflorescencias pistiladas visibles (i.e. en antesis 0
post-antesis). En base a observaciones previas, se reconocieron cuatro
fenofases de las flores estaminadas (Fig. V.3): (l) los primordios florales ya no
estan tapados por los catafilos de la yema floral y comienzan a expandirse,
mientras que los estambres siguen cubiertos por el perigonio; (ll) el perigonio
comienza a abrirse pero los estambres se mantienen densamente reunidos y
sus filamentos permanecen cortos; (lll) el perigonio esta completamente
abierto, los filamentos se alargan y los estambres se separan unos de otros sin
abrirse todavia las anteras; (IV) las anteras se abren, liberandose el polen. La
evolucion en el tiempo del numero de flores estaminadas en cada fenofase y el
numero de inflorescencias pistiladas post-antesis se analizaron graficamente.
De cada brote portador de cada arbol se seleccionaron: el brote distal, un brote
en posicion intermedia y el brote mas proximal y para cada uno se graficaron
(A) el periodo comprendido entre la antesis de la inflorescencia pistilada mas
proximal y la mas distal y (B) el periodo de liberacion de polen. Dichos graficos
permitieron observar, en brotes de distintos tamanos, las distribuciones de los
momentos de liberacién de polen y de antesis de las flores pistiladas. No se

106



Capitulo V

consideraron para dichos graficos los arboles que presentaron pocos brotes
con inflorescencias pistiladas (No2 y Nn1). Durante todo el periodo de
observacion se registraron datos de temperatura y humedad relativa con un
data logger Lascar EL-USB-2.

Figura V.3: Fases fenoldgicas de las flores estaminadas de N. obliqua: |: flores
estaminadas desplegadas y con el perigonio cerrado cubriendo los estambres;
II: flores con el perigonio abierto y los estambres densamente dispuestos; lll:
flores con estambres separados como consecuencia del alargamiento de los
filamentos; IV: flores con las anteras abiertas liberando el polen.

Efectos de las condiciones ambientales sobre la velocidad de maduracion de
las flores estaminadas

Para estimar el efecto de las condiciones ambientales sobre el periodo de
maduracién de las flores estaminadas, de cada uno de los arboles en los que
se observo la fenologia floral en vivero, se cortaron y colocaron en hidroponia
ramas con brotes floriferos; estas ramas fueron extraidas dentro del periodo en
que las flores estaminadas se encontraban en fase I. Las ramas se colocaron
en el interior en contenedores de vidrio de 60 cm de altura y 30 cm por lado
que fueron dispuestos junto a una ventana, recibiendo luz solar pero nunca en

forma directa. Se proporcionaron tres condiciones contrastantes a las plantas
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de los tres contenedores: A- temperatura media diaria de 20°C y humedad
media de 92% (+H?9); B- temperatura media diaria de 25°C y humedad media
de 47% (+T9) y C- temperatura media diaria de 20°C y humedad media de 47%
(control). Para el tratamiento +H el contenedor de vidrio se mantuvo con una
ventilacion limitada en su parte superior (parcialmente cerrada con vidrio) a fin
de reducir la salida de vapor de agua y aumentar la humedad relativa, mientras
que para los demas tratamientos los contenedores se mantuvieron totalmente
abiertos en su parte superior. En el caso del tratamiento +7, se utilizaron dos
lamparas de tungsteno de 25 W dirigidas a la parte inferior del contenedor por
ocho horas durante el dia para aumentar la temperatura. Diariamente se
reemplazé el agua de los contenedores en los que se encontraban las ramas y
se cortd, bajo agua, 1 cm del extremo proximal de las mismas. Adicionalmente,
de uno de los ejemplares (No2) se coloc6é una rama en hidroponia en el vivero
a la intemperie a fin de corroborar la existencia de algun efecto del sistema
hidroponico en la maduracién de las flores. Para cada rama se cuantificd el
nuamero total de flores estaminadas en cada fase de maduracién en un periodo
de 10 dias a partir del corte de las mismas. Dentro del periodo de tiempo
mencionado se compard, mediante pruebas de Ch#, la proporcién de flores
estaminadas que alcanzé cada fase de maduracion entre los brotes de cada
tratamiento y los brotes en pie.

Resultados

Receptividad de las flores pistiladas

Se observaron flores con al menos un grano de polen germinado en todo el
periodo de tiempo considerado (desde el momento de antesis y hasta 15 dias
después; Fig. V.4). En los arboles A1, A2 y A3 se observaron diferencias en el
namero de granos germinados entre los distintos momentos de polinizacion
(Fig. V.4 A-C). En el caso del arbol A3, se observaron, aunque en baja
cantidad, granos de polen germinados en las flores polinizadas entre 0 y 6
DDA, mientras que en las flores polinizadas posteriormente no germinaron
granos de polen (Fig. V.4C). Debido al bajo nimero de granos germinados en

este ejemplar, no se aplicaron andlisis estadisticos en ese caso. Para los
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arboles A1 y A2, el numero de granos de polen geminados en los estigmas
varié significativamente entre los distintos momentos de polinizaciéon (H= 102,1,
p< 0,001; H= 56,5, p< 0,001 respectivamente; Fig. V.4A, B). Para el arbol A1,
las flores polinizadas 6 DDA presentaron mas granos de polen germinados que
las flores polinizadas antes y después de dicho momento (Fig. V.4A). Para el
mismo arbol, las flores polinizadas 0 y 10 DDA presentaron mas granos
germinados que aquellas polinizadas 3 DDA, mientras que las polinizadas 15
DDA presentaron la menor cantidad de granos germinados (Fig. V.4A). Para el
arbol A2, se observd el maximo de granos geminados en las flores polinizadas
3 DDA; en términos generales, se observaron menos de 5 granos germinados
en las flores polinizadas 0, 6, 10 y 15 DDA. Las flores polinizadas 15 DDA no
se diferenciaron estadisticamente de las flores polinizadas 0 y 3 DDA (Fig.
V.4B). Para el arbol A4, no se observaron diferencias significativas entre los
momentos de polinizacidn respecto del nimero de granos de polen germinados
en los estigmas (H= 4,8, p= 0,09; Fig. V.4D).
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Figura V.4: Numero de granos de polen germinados en flores polinizadas en
distintos momentos desde la antesis para los arboles de N. obliqua A1 (A), A2
(B), A3 (C) y A4 (D). Para cada grafico, la presencia de letras diferentes en la
parte superior de las series de puntos indica diferencias significativas entre los
momentos de polinizacién (pruebas de Kruskal-Wallis y de Mann-Whitney).

Fenologia floral

En la Fig. V.5 se indican las condiciones de temperatura y humedad relativa
ambiente en el vivero durante el periodo de observacién.

N. obliqua: El patrén de maduracion de las flores estaminadas fue similar en los
tres ejemplares, comenzando a principios de primavera junto con el inicio del
despliegue de los nomofilos (Fig. V.6 A-C). Las flores estaminadas se
mantuvieron en la fase de maduracion | entre 12 y 14 dias, mientras que la fase

Il durd alrededor de 7 dias. La fase lll fue notablemente méas corta que las
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anteriores, por lo que en algunas flores el intervalo entre observaciones resultd
demasiado largo para detectar esa fase, registrandose el pasaje de la fase Il a
la fase IV (Fig. V.6 A-C). La liberaciébn de polen fue aproximadamente
simultanea en los arboles analizados (Fig. V.6 A-C y V.7A, B), ocurriendo un
mes después del inicio de la floracidén. Se observaron inflorescencias pistiladas
a partir de principios de octubre y su numero se incremento siguiendo el patrén
de despliegue de los nomofilos (Fig. V.6 A-C). Uno de los arboles
seleccionados (No2) produjo pocas flores, todas las cuales completaron su
desarrollo a principios de octubre. En términos generales, el momento de
antesis de la mayoria de las inflorescencias pistiladas ocurrié con anterioridad
al momento de liberacién de polen en el mismo arbol (Fig. V.6 A-C). Esto
también se confirmé a nivel de brote anual en los arboles No1 y No3 (Fig. V.7A,
B; el arbol No2 no fue considerado porque muy pocos brotes floriferos
presentaron inflorescencias pistiladas). El periodo de antesis de las
inflorescencias pistiladas en cada brote (i.e. tiempo entre la antesis de la
inflorescencia mas proximal y la de la mas distal) varié entre brotes (Fig. V.7A,
B). Solo en algunos brotes, en los que el periodo de antesis de inflorescencias
pistiladas fue mayor a 17 dias, algunas inflorescencias pistiladas alcanzaron la
antesis después de la liberacion de polen en el mismo brote (Fig. V.7A, B).

N. nervosa: el inicio de la floracion masculina en el arbol Nn2 ocurrié
aproximadamente siete dias antes que en el arbol Nn1 (Fig. V.6D, E). Este
desfasaje se mantuvo a lo largo de todo el periodo observado y, en ultima
instancia, se tradujo en el inicio anterior de la liberaciéon de polen en el arbol
Nn2 (Fig. V.6E). En términos generales, la duracion de cada fase de
maduracion de las flores estaminadas fue similar en ambos arboles: unos 14
dias de duracion para la fase |, 10 dias para la fase Il y entre tres y cuatro dias
para la fase Ill. En el arbol Nn1, que presentd escasa cantidad de
inflorescencias pistiladas (Nn1), la antesis de las mismas present6 alto grado
de solapamiento con la liberacion de polen (Fig. V.6D). Por el contrario, en el
arbol Nn2 se observé que la antesis de la totalidad de las inflorescencias
pistiladas precedié en al menos 9 dias al inicio del periodo de liberacion de
polen (Fig. V.6E, V.7C).
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Hibridos: en el caso de los hibridos la duracién de las dos primeras fases
de maduracion de las flores estaminadas presenté cierta variacion (12-18 dias
la fase | y 6-14 dias la fase Il; Fig. V.6 F-H). La fase Ill fue menos notable que
en las flores de las especies puras, y en dos de los tres ejemplares no se
observd que las flores estaminadas mostraran claramente las caracteristicas
asociadas a dicha fase de maduracion antes de la liberacion de polen (Fig.
V.6F, H). En los individuos Hi1 y Hi2, la liberacion de polen se inici6 entre 10 y
12 dias antes que en el individuo Hi3 (Fig. V.6 F-H). El momento de antesis de
las inflorescencias pistiladas también presenté cierto grado de variacién inter-
individual. En el ejemplar Hi1 la antesis de la totalidad de las inflorescencias
pistiladas abarc6 un periodo de 12 dias, mientras que en los demas ejemplares
dicho periodo fue de aproximadamente 17 dias (Fig. V.6 F-H). En términos
generales, a nivel de los brotes anuales, la antesis de la mayor parte de las
inflorescencias pistiladas fue anterior a la liberacién de polen (Fig. V.7 D-F).
Como fuera observado en N. obliqua, sélo en algunos casos en los que el
periodo de antesis de las inflorescencias pistiladas fue muy prolongado, la
antesis de las inflorescencias pistiladas mas distales fue simultdnea o posterior

en pocos dias a la liberacion de polen del mismo brote.
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de N. nervosa (Nn), hibridos (Hi) y de N. obliqua (No).
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Figura V.6: Numero de nomofilos desplegados, flores estaminadas en cada
fenofase (I, Il, lll y IV) e inflorescencias pistiladas en fase de antesis o posterior
en cada fecha de observacion, para los arboles No1 (A), No2 (B), No3 (C), Nn1

(D), Nn2 (E), Hi1 (F), Hi2 (G) e Hi3 (H).
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Efectos de las condiciones ambientales sobre la velocidad de maduracion de
las flores estaminadas

El periodo de tiempo durante el cual se mantuvieron brotes en hidroponia
comprendié entre el 23 de septiembre y el 13 de octubre. Durante dicho
periodo las ramas en hidroponia se mantuvieron en las condiciones de
temperatura y humedad correspondientes a cada tratamiento (ver
metodologia), mientras que en el vivero se registr6 una temperatura media
diaria de 9,9°C (DE= 3,1) y una humedad relativa media del 70,8% (DE= 12,4).
De las ramas colocadas en hidroponia, aquellas correspondientes a los
ejemplares Nn1, Hi1 y Hi2 mostraron claros signos de deterioro prematuro
evidenciado por la pérdida de turgencia de las hojas, por lo que no se
obtuvieron datos de dichos ejemplares. En cuanto a N. obliqua, la proporcion
de flores estaminadas que alcanzé la fase Il no mostré diferencias significativas
entre tratamientos en los individuos No1 (Chf= 7,8; p= 0,05; Fig. V.8A) y No2
(Ch= 5,4; p= 0,14; Fig. V.8B). Para el ejemplar No2, al igual que en los brotes
en pie (Fig. V.8B) los brotes en hidroponia colocados en el vivero a la
intemperie mostraron un patrén similar al de los brotes en pie: en el periodo de
observacion casi la totalidad de las flores estaminadas alcanzaron la fase Il y
no se observaron flores en estados de maduracidén posteriores en el periodo
considerado. Con respecto al ejemplar No3, no se observaron flores en estado
Il en los brotes en pie en el periodo observado, mientras que entre los brotes
en hidroponia, los correspondientes a la condicién control mostraron menor
proporcién de flores en estado Il que los de los tratamientos +H?y +T° (Chf=
27.,5; p< 0,001; Fig. V.8C). En los tres ejemplares de esta especie, las flores
estaminadas de los brotes en pie no alcanzaron la fase de maduracién Il en el
periodo observado (Fig. V.8 A-C). Por su parte, entre los brotes en hidroponia,
la proporcidén de flores estaminadas que alcanzé la fase lll sigui6 el gradiente
+T%>+H®control en los arboles No1 (ChP= 18,8; p< 0,001; Fig. V.8A) y No2
(ChP= 21,9; p< 0,001; Fig. V.8B), mientras que en el ejemplar No3, los
tratamientos +H° y +T° presentaron proporciones similares de flores que
alcanzaron estado Ill y mayores a la observada en los brotes en la condicidn
control (Ch#= 31,3; p< 0,001; Fig. V.8C). En el periodo observado, entre el 60 y

el 90% de las flores estaminadas de los brotes de la condicién +T °alcanzaron
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la liberacion de polen, siendo esta proporcion significativamente mayor a la
observada en los demas tratamientos (No1: Ch#= 47,1; p< 0,001; No2: Ch#=
42,9; p< 0,001; No3: Chf= 43,1; p< 0,001; Fig. V.8 A-C). En la condicién
control, la proporcion de flores estaminadas maduras (que liberaron polen)
varié entre 0 y 30%, mientras que para el tratamiento +H °dicha proporcién no
superoé el 10%.

Para el ejemplar Nn2, la proporcién de flores estaminadas que alcanzé
las fases de maduracion II, 1l y IV fue significativamente diferente entre
tratamientos (fase Il: ChP= 95,0; p< 0,001; fase Ill: Ch/= 43,4; p< 0,001; fase
IV: Chf= 44,5; p<0,001). Cerca del 80% de las flores estaminadas de los
brotes del tratamiento +7T°alcanzé la fase Il, mientras que el 50% completé
todas las fases de maduracién, hasta la liberacién de polen (Fig. V.8D). En los
brotes en pie, no se observaron flores en fases posteriores a Il dentro del
periodo considerado. En los brotes en la condicion control, aproximadamente el
65% de las flores alcanzé la fase Il y el 35% alcanzé la liberacion de polen. En
la condicién +H °se observé la menor proporcidn de flores estaminadas en fase
Il (aproximadamente 55%), mientras que cerca del 15% alcanzé la liberacidon
de polen.

En el ejemplar hibrido, los brotes en la condicion +T ° presentaron la
mayor proporcion de flores estaminadas en fase Il, observandose un valor
intermedio en la condicion control y el menor valor en la condicién +H °y en los
brotes en pie (Chf= 20,3; p< 0,001; Fig. V.8E). Sélo en las condiciones control
y +T°se observaron flores estaminadas en las fases Ill y IV (Fig. V.8E). La
proporcién de flores estaminadas en fase Ill fue mayor en los brotes en
condicién control y que en los del tratamiento +T° (Chf= 6,4; p= 0,011),
mientras que en los ultimos se observd mayor proporcidn de flores en la fase
de liberacién de polen (Ch#= 6,7; p= 0,009; Fig. V.8E).
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Nothofagus obliqua 3

Control Fase Il

68/108

o
[ [ 1
35/108 7168 50/60
15/106
57/106
L
[ ] [ 1
34/106 5157 8/52
O
71120
vi
[ 1
113/120

Nothofagus nervosa 2

19/111 1/52

72/111
Control Fase Il

20/111 10/52 2/41

13/73
16/77
1177 2/60

119



Capitulo V

Hibrido 3 E
4/82
Control
14/82 26/45
+T°

20/48

Figura V.8: Numero de flores estaminadas que alcanzé cada fase de
maduracién, observados en un periodo de 10 dias a partir de la colocacién de
brotes en hidroponia extraidos en el momentos que las flores estaminadas
alcanzaron la fase de maduracién |; se muestran los datos para cada ejemplar
(A: No1; B: No2; C: No3; D: Nn2; E: Hi3) y condicion: Control: brotes en
hidroponia a temperatura media diaria de 20°C y 47% de humedad relativa;
+H° brotes en hidroponia a temperatura media diaria de 20°C y 92% de
humedad relativa; +T° brotes en hidroponia a temperatura media diaria de
25°C y 47% de humedad relativa; Pie: brotes en pie en los arboles de vivero
(temperatura media diaria: 9,9°C, 70,8% de humedad relativa). Las flechas mas
gruesas destacan los cambios de estados que implican al menos el 50% del
nuamero de flores inicial (en fase I).

120



Capitulo V

Discusion

Periodo de receptividad de los estigmas en N. obliqua
El periodo de receptividad de los estigmas de las flores esta determinado por
su capacidad de promover la hidratacién y germinacion de los granos de polen
en las superficies estigmaticas (Sanzol et al. 2003; Vesprini & Pacini 2005;
Ofosu-Anim et al. 2006; Lora et al. 2011). Dicho periodo fue estimado en este
trabajo mediante la aplicacién de polinizaciones secuenciales y la evaluacion
de la germinacién de los granos de polen en los estigmas de N. obliqua. Tales
polinizaciones se realizaron en varias ocasiones a partir del momento de
antesis (considerado como el momento en que las estipulas y la lamina de la
hoja tectriz de una inflorescencia pistilada dejaron al descubierto a los
estigmas). Se determin6 que las flores pistiladas pueden encontrarse
receptivas desde ese momento, y que la receptividad puede mantenerse hasta
por 15 dias. Los arboles A1 y A4 presentaron mayor niumero de granos de
polen germinados en las flores polinizadas en antesis, observandose que,
respectivamente, el 60 y 90% de dichas flores presentaron granos de polen
germinados en tal momento (datos no mostrados). Para los arboles A2 y A3, en
contraste, se observaron menos flores receptivas en antesis (aproximadamente
20% en ambos) las cuales, a su vez, presentaron pocos granos de polen
germinados. Esta diferencia entre ambos pares de arboles (A1-A4 vs. A2-A3)
puede estar relacionada con el hecho de que la polinizacion en antesis para los
arboles A2 y A3 no pudo realizarse con polen fresco (ver Materiales vy
Métodos). La unica referencia encontrada respecto de la viabilidad del polen de
N. obliqua almacenado en frio procede de un trabajo realizado en Chile, que
indica que puede mantenerse entre 30 y 50% de viabilidad luego de un afno de
almacenamiento (Baez et al. 2002). A pesar de las variaciones inter-
individuales observadas, los resultados obtenidos sugieren que el periodo de
receptividad de las flores pistiladas de N. obliqua comenzaria en forma
aproximadamente simultanea con el momento de antesis, determinado por el
despliegue del nomofilo tectriz.

Los resultados muestran que la receptividad de las flores pistiladas en N.
obliqua puede mantenerse hasta por 15 dias después de la antesis. No

obstante, en los dos ejemplares en los que se observaron flores receptivas 15
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DDA, el numero de granos de polen germinados fue bajo. El periodo de
receptividad de 15 dias encontrado aqui para las flores pistiladas de N. obliqua
es relativamente largo en comparacidén con otras especies arbéreas (Oddie &
McComb 1998; Kalinganire et al. 2000; Sanzol et al. 2003; Page et al. 2006).
Sin embargo, no he encontrado registros previos disponibles para especies
Fagaceae y Nothofagaceae. En general, se considera que la duracién del
periodo de receptividad de los estigmas estaria bajo control endégeno y que,
dependiendo de la especie, el final de la receptividad puede relacionarse con
distintos factores (por ej. llegada de polen, temperatura, humedad), y podria
relacionarse con estrategias especificas de polinizacion (Oddie & McComb
1998; Stpiczynka 2003; Vesprini & Pacini 2005; Hedhly et al. 2005; Yi et al.
2006; Lora et al. 2011). Comunmente, las especies anemdbfilas poseen
estigmas prominentes, lo cual favorece la captura de polen (Leins & Erbar
2010, p. 207). En Nothofagus, por el contrario, los estigmas son sésiles y
pequenos, con lo cual la eficiencia de captura del polen seria baja. En estas
especies, un periodo prolongado de receptividad de los estigmas podria
aumentar las probabilidades de polinizacién efectiva y compensar la
supuestamente baja eficiencia de captura de polen de las flores pistiladas. En
concordancia con esta hipotesis, otros autores han propuesto que un periodo
de receptividad extenso es beneficioso cuando las probabilidades de recepcion
de polen por unidad de tiempo son bajas (Arroyo et al. 1985; Waites & Agren
2006). Por otra parte, periodos de receptividad largos pueden aumentar las
probabilidades de proliferacion de organismos patdégenos, favorecidos por la
presencia de los fluidos estigmaticos (Heslop-Harrison 2000).

En flores de dos de los ejemplares se observé que el nimero de granos
de polen germinados sobre los estigmas varié notablemente dentro del periodo
de tiempo en el que se aplicaron las polinizaciones, alcanzandose maximos de
receptividad entre los 3 (A2) y 6 (A1) dias desde la antesis. En el caso del
ejemplar A3, sblo se observaron granos de polen germinados en las flores
polinizadas entre el momento de antesis y 6 DDA, observandose siempre
pocos granos geminados. Es probable que la baja cantidad de granos
germinados en las flores de este ejemplar se asocie con una baja
compatibilidad entre este ejemplar y aquel del cual se extrajo polen. Por otra
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parte, en el ejemplar A4 no se observaron diferencias significativas en el
namero de granos de polen germinados en los distintos momentos de
polinizacion, aunque hubo una leve tendencia a que las flores polinizadas 6
DDA presentaran mayor numero de granos germinados que las flores
polinizadas con anterioridad. Los resultados obtenidos, principalmente de los
ejemplares A1y A2, indican que dentro del periodo de receptividad existiria un
momento relativamente corto en el cual la receptividad es méaxima.
Similarmente, en especies de Eucalyptus se ha observado un pico de
receptividad mediante la aplicacion de polinizaciones secuenciales (Oddie &
McComb 1998). Las variaciones en el grado de receptividad a lo largo de un
determinado periodo podrian relacionarse con cambios en la proporcion de
superficie estigmatica receptiva, tal como se ha observado en Kunzea pomifera
mediante la evaluacion de actividad peroxidasa (Page et al. 2006). Es probable
que en los estigmas, al igual que en otros 6rganos de la planta, la curva de
actividad fisiolégica siga un patrdn gaussiano (con un pico intermedio entre
fases inicial y final de baja actividad). La ocurrencia de picos de alta
receptividad determinaria mayor competencia entre los granos de polen
depositados en los estigmas para la fertilizacién del 6vulo (Herrero & Hormaza
1996).

La informacién derivada de este estudio respecto del periodo de
receptividad de las flores pistiladas es de principal importancia para la
reproduccién controlada de especies de Nothofagus. El conocimiento del inicio,
duracion y pico de receptividad de las flores optimiza la aplicacion de
polinizaciones manuales destinadas a generar individuos de origen conocido, lo
que es de gran importancia en programas de seleccibn y mejoramiento
genético (Grattapaglia & Resende2011). Si bien las condiciones ambientales en
las que se mantuvieron los brotes durante el experimento difieren de las
condiciones naturales, los resultados aqui obtenidos aportan en gran medida al
conocimiento del periodo de receptividad de las flores pistiladas de N. obliqua a
partir de sus momentos de antesis. Seria deseable reproducir este experimento
con flores desarrolladas en pie en arboles de poblaciones naturales, aunque la
distancia a la que se encuentran dichas poblaciones plantea dificultades

logisticas para seguir diariamente la fenologia floral y determinar el momento
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de antesis de cada flor. En este sentido, el control mantenido en la observacion
de las flores de brotes en hidroponia utilizados en este estudio garantizdé una
alta homogeneidad en los momentos de polinizacién de las flores.

Fenologia de los brotes florales

El estudio de la fenologia floral provee informacion basica para estudios tanto
en biologia basica como aplicada. A largo plazo, dicho conocimiento resulta
indispensable para analizar las variaciones fenoldgicas inter-anuales y los
factores asociados a las mismas. Asimismo, la descripciébn de las fases
fenoldgicas que atraviesan las flores estaminadas y pistiladas resulta de gran
utilidad tanto para el estudio de la dinamica de polinizaciéon natural y el flujo
génico como para la aplicacion de polinizaciones controladas (William & Adam
1994; Varela & Valdiviesso 1996; Bai et al. 2006; Ortiz & Espejo 2004; Elzinga
et al. 2007; Dai & Galloway 2010). Actualmente, la informacién disponible
respecto de la fenologia floral de especies de Nothofagus es escasa (Rusch
1993; Riveros et al. 1995a; Ortiz & Espejo 2004). En las especies
sudamericanas existen pocos registros disponibles sobre las fases de
maduracion de las flores estaminadas y su distribucion temporal y, menos aun,
acerca del periodo de antesis de las inflorescencias pistiladas (Ortiz & Espejo
2004).

Tal como se ha mencionado para N. pumilio (Rusch 1993), en N.
obliqua, N. nervosa y en los hibridos entre ambas especies, los momentos de
despliegue de las flores estaminadas y de antesis de las flores pistiladas estan
estrechamente relacionados con el inicio de la expansion de los nomofilos. En
este trabajo se identificaron tres fases de maduracién de las flores
estaminadas, desde la separacion de éstas del brote en alargamiento (fase I)
hasta la liberacién del polen (fase 1V). En el caso de las inflorescencias
pistiladas, por otro lado, resulta dificultoso establecer fases de desarrollo
evidentes a simple vista debido a su pequefo tamano. El periodo de desarrollo
de las flores estaminadas entre el inicio de la fase | y la liberacion de polen
durd entre 25 y 30 dias en las tres entidades estudiadas. Trabajos previos
mencionan periodos mas cortos para la floracibn masculina de Nothofagus,

aunque las comparaciones entre esos estudios y el actual no son posibles
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debido a que en aquellos no se explicitan los criterios adoptados para
establecer el momento de inicio de dicha floracién (Riveros et al. 1995a; Ortiz &
Espejo 2004). En los arboles del vivero, el momento de liberacién de polen de
las flores estaminadas no parecio relacionarse fuertemente con condiciones de
temperatura y/o humedad particulares (Fig. V.5). La duracién de las fases de
maduracién de las flores estaminadas fue progresivamente menor desde la
fase | a la fase IV. En muchos casos, la fase Il (perigonio abierto y estambres
alargados) ocurrié en un periodo mas corto que la periodicidad de observacién
(2-3 dias) por lo que no se registr6 dicha fase en algunas flores. La maduracion
de las flores estaminadas en uno de los hibridos (Hi1) present6 ciertas
diferencias con respecto a los individuos de N. obliquay N. nervosa, ya que la
fase Ill no fue evidente. En dicho ejemplar, no se observé la apertura del
perigonio y las tecas de los estambres abrieron contenidas dentro del mismo.
Esto demuestra ciertas deficiencias en el desarrollo de las flores estaminadas
en el ejemplar hibrido mencionado.

La antesis de las inflorescencias pistiladas se inicia alrededor del
momento en que ocurre el primer cambio de estado de las flores estaminadas
(de fase | a fase Il). En cada individuo, el periodo de tiempo transcurrido entre
la antesis de las primeras inflorescencias pistiladas y la de las ultimas dependio
del patron de expansion de los nomofilos y del nimero de inflorescencias
pistiladas desarrolladas en el brote. En aquellas areas de distribucién natural
en que N. obliquay N. nervosa estan préximas entre si, N. obliqua suele ocurrir
a menor altitud que N. nervosa, por lo cual la floracién de la primera especie
antecede a la de la segunda (Donoso et al. 20064, b). Los resultados obtenidos
sugieren que, bajo condiciones ambientales homogéneas, puede esperarse
cierto grado de solapamiento entre los momentos de floracion de ambas
especies, lo cual facilitaria la hibridacion inter-especifica, documentada
anteriormente para poblaciones naturales (Gallo et al. 1997). De modo que, a
priori, el establecimiento de poblaciones mixtas de ambas especies favoreceria
la hibridacion.

La presuncion de que la ubicacién en los brotes mas proximal para las
inflorescencias estaminadas que para las pistiladas prevendria la auto-
polinizacion (por ej. Riveros 1995a; Donoso 1975, en Donoso et al. 2006), no
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fue confirmada en este estudio. Después de iniciada la brotacion, las flores
estaminadas requieren de un periodo de aproximadamente un mes para
completar su maduracion. En las tres entidades estudiadas, la antesis de la
mayor parte o de la totalidad de las flores pistiladas ocurrié antes del momento
de liberacién de polen. Por otra parte, segun los resultados aqui obtenidos, las
tres flores pistiladas de una inflorescencia de N. obliqua estarian receptivas
desde el momento en que la lamina y las estipulas del nomofilo tectriz dejan
expuestos a los estigmas. Un estudio previo sobre Nothofagus en Chile
menciona que “la floracion femenina se inicio 10 a 15 dias mas tarde que la
masculina” (Riveros et al. 1995a). En el presente estudio, la antesis de las
primeras inflorescencias pistiladas (las mas proximales) ocurrioé entre siete y 11
dias después de la iniciacion de la fase | de las flores estaminadas. Si
consideramos el despliegue de las flores estaminadas (fase I) como el inicio de
dicha floracién, los resultados obtenidos serian concordantes con los del
trabajo antes citado. Sin embargo, esto no implica que la liberacion de polen
anteceda a la receptividad de los estigmas en un mismo arbol o en un mismo
brote florifero. Se sugiere aqui la existencia de un alto grado de solapamiento
intra-individual entre los momentos de liberacion de polen y receptividad de los
estigmas. Los patrones esquematizados en la figura V.7 muestran que la
antesis de las inflorescencias pistiladas tiende a anteceder al periodo de
liberacién de polen en el mismo brote. Sin embargo, considerando que, al
menos en N. obliqua, las flores pistiladas podrian mantenerse receptivas hasta
15 dias a partir de la antesis, es posible pensar que el periodo de liberacion de
polen en un brote anual coincida con el periodo de receptividad de las flores
pistiladas del mismo brote. Incluso, el inicio del periodo de receptividad de las
flores pistiladas ubicadas en posiciones mas proximales podria preceder al
momento de liberacion de polen en el mismo brote. Un estudio en especies de
Nothofagus de Nueva Zelanda menciona conclusiones similares (Poole 1950),
aungue carece de especificaciones metodolégicas.

Teniendo en cuenta que los Nothofagus son auto-incompatibles (Riveros
et al. 1995b), altos niveles de auto-polinizacién podrian explicar las bajas
proporciones de semillas viables observadas a menudo en poblaciones
naturales de estas especies (Ledgard & Cath 1983; Premoli 1991; Manson
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1994; Martinez-Pastur et al. 1994; Bahamonde et al. 2011). Si bien las
probabilidades de auto-fertilizacién son bajas, la presencia de polen de la
misma planta sobre los estigmas puede obstaculizar la deposicidon y/o
germinacién del polen compatible, como se observa en otras especies (Lloyd &
Webb 1986; Cesaro et al. 2004; Dai & Galloway 2010), afectando
negativamente la fertilizacion de los 6vulos. Existe evidencia que sugiere que la
produccién de semillas viables en N. nervosa, es afectada negativamente
cuando se deposita polen del mismo arbol sobre los estigmas de las flores
pistiladas al menos 24 hs antes que el polen procedente de otros arboles
compatibles (ver capitulo VI). Con el mismo intervalo de tiempo entre auto-
polinizacion y polinizacion cruzada, no se observd un efecto evidente en N.
obliqua, aunque no puede descartarse que haya efecto en lapsos de tiempo
mayores. Por lo tanto, las altas probabilidades de auto-polinizacién que
sugieren los resultados de este trabajo, pueden condicionar la produccién de
semillas viables en poblaciones naturales de Nothofagus.

En especies emparentadas con los Nothofagus, como Alnus sp. y
Juglans sp., se ha reportado una clara segregacion temporal intra-individual
entre las funciones femenina y masculina (Sogo & Tobe 2005; Bai et al. 2006),
lo cual se interpreta como un mecanismo que promueve la polinizacion cruzada
(Lloyd & Webb 1986). En el caso de Juglans sp., la presencia de individuos
protandricos y protoginos (heterodicogamia) permite separar con mayor
eficiencia las funciones masculina y femenina a nivel intra-individual,
promoviendo el cruzamiento inter-individual (Bai et al. 2006). Tanto en
Nothofagus como en otras especies que no presentarian tal dimorfismo
reproductivo, debe existir un equilibrio entre el grado de separacién intra-
individual de las funciones masculina y femenina y el grado de solapamiento

inter-individual de las mismas que promueva la polinizacién cruzada.

Efecto de las condiciones ambientales

Las observaciones realizadas sobre los brotes en hidroponia colocados en el
vivero indican que el desarrollo en hidroponia en si mismo no afecta la
velocidad de maduracién de las flores estaminadas. Debido a que los tres

tratamientos en hidroponia estuvieron sujetos a temperaturas medias mayores
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a la registrada en el vivero, resulta congruente que en los primeros se
observara mayor velocidad de maduracion de las flores estaminadas con
respecto a lo observado en los brotes del vivero.

Para brotes desarrollados en hidroponia en interior, se observd mayor
velocidad de maduracion de las flores estaminadas y de liberacion de polen al
aumentar la temperatura ambiente, mientras que altos niveles de humedad
relativa del ambiente tuvieron el efecto opuesto. En los brotes correspondientes
al tratamiento +T7, el inicio de la liberacion de polen ocurrié entre 12 y 16 dias
antes que en las flores en pie. Por su parte, condiciones de humedad relativa
por sobre el 90% retrasaron la liberacion de polen con respecto a los
tratamientos con menor humedad (control y +T7). En los brotes en la condicién
control se observaron resultados intermedios entre los tratamientos +H y +T,
sugiriendo que tanto la humedad como la temperatura tienen efectos
significativos y antagonicos sobre la velocidad de maduracion de las flores
estaminadas. Esto se observd en las tres entidades estudiadas, en
concordancia con lo observado en otras especies arboreas anemdfilas (Yates
et al. 1993, incluyendo especies de Fagaceas, Rizzi-Longo et al. 2005), y
resulta consistente con la idea que el transporte de polen se correlaciona
positivamente con la temperatura y negativamente con la humedad ambiente
(Yates et al. 1993; William & Adam 1994; Knapp et al. 2001). No obstante, el
bajo numero de ejemplares utilizados impide realizar comparaciones inter-
especificas en cuanto a la magnitud de los efectos observados.

Se podria pensar que las condiciones medias de temperatura probadas
en este estudio fueron algo elevadas con respecto a las condiciones de campo.
Sin embargo, los datos meteorol6gicos tomados en el vivero durante el periodo
de floracion mostraron temperaturas maximas cercanas a los 25°, mientras que
la humedad relativa maxima alcanzé el 93%. El experimento realizado permitio
comprobar el efecto de condiciones elevadas de temperatura y humedad sobre
la velocidad de maduracién de las flores estaminadas de Nothofagus. Los
resultados dan indicios de que el grado de solapamiento entre la liberacién de
polen y la receptividad de los estigmas a nivel intra-individual podria variar en
relacion a las condiciones ambientales durante el periodo de brotacidn-
floracion. En base a los resultados obtenidos, es posible hipotetizar que
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condiciones calidas y secas al inicio de la floracibn promoverian el
solapamiento de los periodos de antesis de las flores estaminadas y pistiladas
a nivel de brote anual (y probablemente del arbol completo), afectando
negativamente la produccion de semillas viables.

En varios estudios se ha mencionado la existencia de variaciones inter-
anuales cualitativas y cuantitativas en la produccién de semillas en poblaciones
naturales de Nothofagus (Marchelli & Gallo 1999; Donoso et al. 2006a; Monks
& Kelly 2006). Las condiciones ambientales (T° y H?) durante el crecimiento de
los brotes floriferos podrian jugar un rol significativo en la produccion de
semillas viables, afectando el momento de liberacidén de polen tal como se
observd en este trabajo. La verificacion de los resultados aqui obtenidos seria
de utilidad para estimar los efectos de las tendencias de cambio climatico
actuales sobre la reproduccién natural de estas especies. Modelos de cambio
climatico aplicados en Patagonia Sur predicen, para los préximos 70 afnos, un
aumento de 3°C en la temperatura media maxima al igual que un aumento en
las precipitaciones (Kreps et al. 2012). La informacion aqui presentada puede
resultar Gtil como informacion de base con miras al desarrollo de modelos que
describan posibles efectos causados por los cambios climaticos antes
mencionados sobre la produccion de semillas viables en afos y poblaciones
determinadas.

Conclusiones

En mi conocimiento, el presente trabajo representa la primera evaluacién de la
fenologia floral de una especie de Nothofagus que incluye el analisis
experimental del periodo de receptividad de las flores pistiladas. En N. obliqua,
la receptividad de los estigmas puede comenzar tan pronto como éstos quedan
expuestos por la expansion de la hoja tectriz y podria mantenerse, por lo
menos, durante los 15 dias subsiguientes. La receptividad seria maxima entre
tres y seis dias después de la antesis. A partir de la brotacidn, las flores
estaminadas maduran y liberan el polen en un periodo de aproximadamente un
mes. Al momento de liberacidén de polen, la mayor parte de las flores pistiladas
del mismo arbol ya se encuentran expuestas a la llegada de polen vy,

probablemente, son receptivas. Dicho momento dependeria, parcialmente, de
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las condiciones de temperatura y humedad relativa del ambiente. Se deduce la
existencia de una alta probabilidad de solapamiento entre la receptividad de las
flores pistiladas y la liberaciéon de polen a nivel intra-individual e intra-brote, lo
cual podria relacionarse con la baja proporcion de semillas viables a menudo
observada en poblaciones naturales de Nothofagus. Si consideramos que la
mayor receptividad de las flores pistiladas ocurre en los primeros seis dias a
partir de la antesis, es posible pensar que condiciones de baja temperatura y/o
alta humedad relativa en los dias posteriores a la brotacién, implicarian menor
grado de solapamiento intra-individual entre la liberacion de polen y la

receptividad de las flores pistiladas.
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Capitulo VI: Cruzamientos controlados en N. obliquay N.
nervosa: analisis de auto-interferencia y compatibilidad inter-
especifica

Introduccion

La produccion de semillas en las especies vegetales esta condicionada por
aspectos cuantitativos y cualitativos de la polinizacién, es decir, por la cantidad
de polen recibido, el origen y viabilidad del mismo (Lee 1988; Knight et al.
2005; Aizen & Harder 2007). Los estigmas estan expuestos a la llegada de
polen de diversos origenes. El efecto que tiene la deposicién de polen sobre la
produccién de semillas depende, para cada especie, de (A) la compatibilidad
entre el estigma receptor y polen recibido, ya sea del mismo individuo (intra-
individual), de otro individuo de la misma especie (co-especifico) o de un
individuo de otra especie emparentada (hetero-especifico); y (B) del grado en
que la presencia de polen incompatible interfiere con la polinizacién con polen
compatible (Lee 1988; Barrett 2002). Muchas especies dependen
exclusivamente de la polinizacién con otros ejemplares de la misma especie
para la produccion de semillas viables, en tanto que otras tienen la capacidad
de producir semillas a partir de la polinizaciéon con polen de la misma planta, y/o
a partir de polinizacién con especies emparentadas (Ellstrand et al. 1996;
Barrett 2003). En una alta proporcidon de las especies vegetales las funciones
masculina y femenina se desarrollan en la misma planta, lo que implica algun
grado de exposicién a la auto-polinizacion. Muchas de estas especies son auto-
incompatibles, por lo que la auto-polinizacién se traduce en una baja
produccién de semillas (Clausen 1966; Aizen et al. 1990; Riveros et al. 1995b;
Yacine & Bouras 1997; Steiner & Gregorius 1999; Allen & Hiscock 2010;
McGowen et al. 2010). Por otra parte, la compatibilidad entre especies
cercanamente emparentadas es mas variable, pudiendo ocurrir
incompatibilidad, compatibilidad total o compatibilidad parcial dependiendo del
grado de similitud genética entre las especies y del sentido de cruzamiento
(Clausen 1966; Johnsson 1973; Pandey 1981; Takada et al. 2005). Las
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barreras de incompatibilidad pueden expresarse en forma pre- 0 post-cigética
(Vanden Broeck et al. 2005). Las barreras pre-cigbticas se expresan antes de
la fertilizacion, a nivel del estigma, del estilo o del ovario (Allen & Hiscock
2010), en tanto que las barreras post-cigéticas se expresan luego de la
fertilizacion, mayormente en las fases de germinacién y de crecimiento
temprano de las plantulas. Considerando que estas ultimas no evitan la pérdida
de 6vulos, las mismas pueden interpretarse como una expresioén de depresion
por endogamia temprana.

En especies de Nothofagus se ha comprobado un alto grado de auto-
incompatibilidad, evidenciado por la escasa produccion de semillas viables que
se observa luego de la aplicacién manual de auto-polinizacion (Riveros 1995b).
No obstante, se desconoce a qué nivel/es se expresa la auto-incompatibilidad,
y cudl es el grado de competencia entre el polen propio y el polen externo a
nivel de la flor pistilada. A pesar de los mecanismos de auto-incompatibilidad, la
auto-polinizacion puede interferir en la germinacion y/o fertilizacion por parte
del polen compatible, afectando negativamente la produccion de semillas
viables (Shore & Barrett 1984; Cesaro et al. 2004; Dai and Galloway 2010). En
el Capitulo V se mencioné que en N. obliqua y N. nervosa existiria alta
probabilidad de auto-polinizacion, dada la secuencia de maduracién de las
flores estaminadas y el periodo de receptividad de las flores pistiladas. Resulta
de gran interés evaluar, para estas especies, a qué niveles actuan los sistemas
de auto-incompatibilidad, y en qué medida se produce interferencia del polen
propio sobre el polen de otros arboles de la misma especie. Esta informacién
permitiia un mayor conocimiento de los costos causados por la auto-
polinizacion en términos de produccion de semillas viables.

La hibridacion inter-especifica es muy comun entre las familias del
Orden Fagales (Erdogan & Mehlembacher 2000; Petit et al. 2003; Hoban et al.
2009; Abadie et al. 2012). En el género Nothofagus, la existencia de hibridos
inter-especificos en poblaciones naturales y experimentales se ha
documentado en varias ocasiones llegandose, en algunos casos, a las
caracterizaciones genética y morfolégica de los hibridos (Stewart 1979; Donoso
et al. 1990; Gallo et al. 1997; Stecconi et al. 2004; Quiroga et al. 2005; Burns et
al. 2010). La hibridacién entre N. obliqua y N. nervosa es una de las mas
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relevantes desde el punto de vista productivo debido a la importancia
econémica de ambas especies. Poblaciones mixtas suelen ocurrir en los limites
altitudinales superior e inferior de N. obliqua y N. nervosa respectivamente
(Donoso et al. 2004; Gallo et al. 2004; Sabatier et al. 2011). En muchas
especies, incluyendo algunas del Orden Fagales, se ha documentado que las
hibridaciones inter-especificas ocurren en forma unilateral, es decir, sélo existe
compatibilidad en una direccion de cruzamiento (Erdogan & Mehlenbacher
2000; Harrison & Darby 1955; Hancock et al. 2003). Observaciones a campo
sugieren que el cruzamiento entre ambas especies ocurre principalmente en el
sentido N. nervosa x N. obliqua (es decir, contribuyendo N. nervosa con los
ovulos y N. obliqua con el polen; Gallo et al. 1997). El sentido de cruzamiento
observado entre N. nervosa y N. obliqua resulta mas probable que el reciproco
en poblaciones naturales debido a que el periodo de floracién de N. obliqua
antecede al de N. nervosa. No obstante, no existe evidencia experimental
respecto del grado de compatibilidad en el sentido de cruzamiento opuesto, N.
obliqua x N. nervosa, lo cual podria analizarse mediante la aplicacion de
polinizaciones manuales.

Debido a la alta probabilidad de auto-polinizacién de polinizacidén
cruzada inter especifica entre N. obliqua y N. nervosa que se deduce de las
observaciones fenoldgicas realizadas anteriormente (Capitulo V), resulta
importante evaluar la produccién de semillas viables en relacion a la presencia
de polen de distintos origenes. El presente trabajo tiene como objetivo analizar,
para N. obliqua y N. nervosa, (A) el grado de auto-incompatibilidad y auto-
interferencia y (B) el grado de compatibilidad inter-especifica en ambos
sentidos de cruzamiento. Para ello se aplicaran diferentes polinizaciones y se
analizara el grado de compatibilidad a dos niveles: (1) en la germinacion de los
granos de polen en los estigmas y (2) en la produccidn de semillas viables.

Materiales y Métodos

Durante la primavera de 2010 se seleccionaron 3 arboles de la especie N.
obliqua y 4 arboles de la especie N. nervosa, todos ellos con yemas florales
evidentes. Dos de los arboles de la primera especie estdn ubicados en zonas

urbanas, mientras que el restante se encuentra en una poblacién natural cerca
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del lago Lacar, en el Parque Nacional Lanin. Los ejemplares de la especie N.
nervosa se encuentran en una poblacién natural del mismo Parque Nacional,
en las cercanias del lago Lolog. El numero de ejemplares utilizados estuvo
limitado por la disponibilidad de arboles con ramas floriferas accesibles en el
ano de muestreo. De cada individuo se tomaron segmentos de ramas,
abarcando los brotes de los ultimos dos a cuatro afios de alargamiento. Luego
de la brotacion, los brotes fueron emasculados y, en el mismo momento, cada
rama fue aislada con una bolsa de polietileno sujetada al brote con un alambre
liviano y maleable. Entre cuatro y 10 dias después de la emasculacion, cuando
las inflorescencias pistiladas eran visibles, se aplicaron manualmente las
siguientes polinizaciones: () polinizacién cruzada, (ll) auto-polinizacién, (lll)
polinizacion cruzada seguida de auto-polinizacion 24 hs mas tarde, (V) auto-
polinizacion seguida de polinizacion cruzada 24 hs mas tarde, (V) polinizacion
cruzada y auto-polinizacién simultaneas y (VI) polinizacion inter-especifica. El
polen se aplicd directamente sobre los estigmas utilizando un pincel fino. Se
utilizé polen extraido de brotes cosechados al momento de la emasculacion y
colocados en hidroponia en un ambiente célido y seco, lo que permitié la
obtencién de polen con anterioridad a la maduracién de las flores estaminadas
en condiciones naturales. Hasta el momento de su utilizacion, el polen se
conservd a 5°C en recipientes herméticos con silica-gel. Luego de la
polinizacion, las flores se mantuvieron aisladas durante 48 hs, al cabo de las
cuales se extrajeron las bolsas. Previamente se habia observado que, una vez
depositado el polen sobre el estigma receptivo, la germinacion del mismo
ocurria dentro de las 24 hs siguientes (Capitulo V).

Al momento de la extraccion de las bolsas, una muestra de las flores
polinizadas con cada tratamiento fue fijada en FAA. Posteriormente, las flores
fueron ablandadas durante 24 hs en solucién de NaOH 1,5 M, luego lavadas
con agua destilada y por ultimo colocadas en solucion 0,1% m/v de azul de
anilina en KoPOH4 0,1M por 24 hs. Al cabo de este tratamiento, las flores
fueron montadas en glicerina siguiendo la técnica de aplastado. Para cada flor
se contd el numero de granos de polen germinados sobre los estigmas
utilizando microscopio de epifluorescencia (Olympus BX51) equipado con una
lampara HBO 50W vy un filtro para excitaciéon en luz UV (BP 330-385 nm, BA
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420 nm). Luego de la fructificacion de las flores mantenidas en pie, se
cosecharon las semillas obtenidas a fin de evaluar su viabilidad. En primera
instancia se determin6 la presencia de embridon en las semillas mediante
flotacion en alcohol 96% (las semillas con embrién se hunden inmediatamente
al ser colocados en alcohol). Las semillas viables fueron sacadas
inmediatamente del alcohol y enjuagadas con agua. Para probar la capacidad
germinativa de las semillas con embridn, éstas se lavaron con hipoclorito de
sodio al 10% y con agua destilada, luego de lo cual fueron estratificadas a 4°C
durante 90 dias en algodon embebido con Vitavax® al 2% para evitar el
desarrollo de hongos. Una vez finalizada la estratificacion, las semillas se
colocaron en camara de cultivo a 22°C. Se consider6 a una semilla como
germinada cuando se visualiz6 la radicula emergiendo de la misma. Se cont6 el

nuamero de semillas germinadas derivadas de cada tratamiento.

Analisis de datos
Se comparé entre los tratamientos de polinizacion (I-VI) el nimero de granos
de polen germinados en los estigmas. Para dicha comparacion se aplicé un
analisis de varianza (ANDEVA) incluyendo a cada individuo como bloque. Para
cumplir con los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas del
analisis, los datos fueron transformados a su raiz cuadrada.

Para cada individuo se compararon las proporciones de semillas viables
e inviables derivadas de cada tratamiento de polinizacion, mediante una prueba
Ch?. En el caso de N. nervosa, uno de los arboles polinizados no fue
considerado en este analisis debido a la baja produccién de semillas. Se
calculé el porcentaje de germinacion de las semillas con embrién, aunque en
este caso no fue posible aplicar analisis estadisticos debido al bajo numero de

semillas con embridén en algunos tratamientos.

Resultados

Germinacion de granos de polen en las flores
La variacion en el numero promedio de granos de polen germinados en

relacion al tipo de polinizacion aplicada fue significativa en ambas especies,
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observandose menor variacién en N. obliqua (F=4,8; p< 0,001; n= 122) que en
N. nervosa (F= 23,8; p< 0,001; n= 130; Fig. VI.1). Las diferencias inter-
individuales (efecto de bloque) fueron significativas en ambas especies (N.
obliqua: F=12,1; p< 0.001; N. nervosa: F= 7,0; p= 0,002). En ambas especies
el numero promedio de granos de polen germinados fue minimo en las flores
en las que se aplicd auto-polinizacion (tratamiento Il; Fig. VI.1A, B). Esta
tendencia se acentua al observar los valores maximos encontrados para cada
tratamiento. En el caso de N. obliqua, el numero de granos de polen
germinados observados para el tratamiento Il (auto-polinizacién) fue
significativamente menor a los de los tratamientos | (polinizacion cruzada), Il
(polinizacion cruzada seguida de auto-polinizacién) y V (polinizacién cruzada y
auto-polinizacién simultaneas), mientras que los tratamientos IV (auto-
polinizacion seguida de polinizacion cruzada) y VI (polinizacion inter-especifica)
mostraron valores intermedios (Fig. VI.1A). El valor maximo de granos de polen
germinados en los estigmas fue alto y similar para los tratamientos I, IV, V y VI
(entre 14 y 18 granos germinados), intermedio para el tratamiento Ill y minimo
para el tratamiento Il (Fig. VI.1A). Con respecto a N. nervosa, el promedio de
granos germinados fue similar para las polinizaciones |, Il y V y mayor a lo
observado para las demas polinizaciones (Fig. VI.1B). Si bien no se
encontraron diferencias significativas, las flores derivadas de polinizacién inter-
especifica (tratamiento VI) presentaron, en promedio, mayor nimero de granos
germinados que aquellas derivadas de las polinizaciones Il y IV. Con respecto
a los valores maximos, los tratamientos | y V presentaron los mayores valores.
Los tratamientos Il y VI fueron similares e intermedios en este sentido,

mientras que los menores valores se observaron para los tratamientos Il y V.
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Figura VIL.1: Promedio (+ EE) y numero maximo de granos de polen
germinados en estigmas luego de (I) polinizacién cruzada, (ll) auto-polinizacién,
() polinizacién cruzada seguida por auto-polinizacion 24 hs después, (IV)
auto-polinizacién seguida por polinizacion cruzada 24 hs después, (V)
polinizacion cruzada y auto-polinizacion simultaneas y (VI) polinizacion inter-
especifica

Viabilidad de semillas
En los tres individuos de N. obliqua se detectaron diferencias notables en la
proporcion de semillas con embrién derivadas de cada polinizacion (Tabla

VI.1). Asimismo, para cada tratamiento de polinizacion se observaron
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variaciones entre distintos individuos. En términos generales, en esta especie,
las polinizaciones |, lll, IV y V presentaron las mayores proporciones de
semillas con embridn, con valores que, en su mayoria, superaron el 50% de
viabilidad (minimo 31,2%, maximo 88,6%; Tabla VI.1). Las semillas derivadas
de auto-polinizacion no superaron el 5% de viabilidad en dos de los individuos,
mientras que en el restante fue de 13%. Luego de aplicar polinizacion inter-
especifica, dos de los arboles presentaron valores notablemente bajos,
mientras que en el restante, cerca del 30% de las semillas presenté embrién.
Por dltimo, la proporcion de semillas con embrion derivadas de flores con
polinizacion abierta vario entre 10 y 20%.

Con respecto a N. nervosa también se observd alta variacion en la
formacién de embriones tanto entre tratamientos de polinizacion como entre
individuos (Tabla VI.1). Mediante polinizacién cruzada intra-especifica se
obtuvieron altas proporciones de semillas con embrién en dos de los tres
arboles utilizados. La viabilidad de las semillas derivadas de auto-polinizacion
fue menor al 5% en dos de los individuos, observandose un valor
comparativamente alto en el restante (Tabla VI.1). Entre los tratamientos en los
que se aplicaron tanto polinizacién cruzada como auto-polinizacion sobre las
mismas flores, las menores proporciones de semillas con embridon se
obtuvieron cuando la auto-polinizacion se aplicO6 en primera instancia
(tratamiento 1V). Luego de la aplicaciéon de polen de N. obliqua, el porcentaje de
semillas con embrién no super6 el 15%. En comparacion a lo observado para
N. obliqua, se obtuvieron altas cantidades de semillas viables a partir de
polinizacion abierta.

Para N. obliqua, las semillas con embridén derivadas de polinizacion inter-
especifica germinaron comparativamente menos que las de los demas
tratamientos (Tabla VI.2). La capacidad germinativa de las semillas con
embridbn no mostroé variaciones notables entre tratamientos en el caso de N.

nervosa (Tabla VI.2).
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Tabla VI.1. Porcentaje de viabilidad de semillas obtenidas para cada especie e individuo luego de la aplicacion de los
distintos tipos de polinizacion manual y mediante polinizacion abierta (control). Cédigos de los tratamientos igual a la

figura 1.
Il Il W] v VI control ChF p
N. obliqua Y% n % n Y% n % n % n % n % n
1 444 54 31 32 833 48 60.0 20 88.6 44 0 12 16.0 438 213.0 <0.001
2 529 51 13.0 46 553 38 312 16 586 29 295 78 19.0 211 511 <0.001
3 844 45 49 41 481 79 66.7 66 828 29 24 41 103 561 314.1 <0.001
N. nervosa
1 594 32 20.0 15 444 36 11.8 17 - - 10.7 28 350 80 21.6 <0.001
2 21.0 81 0 50 25.0 12 10.5 19 513 37 0 21 324 238 46.0 <0.001
86.0 93 48 21 358 53 222 40 40.0 30 133 30 56.7 171 98.1 <0.001
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Tabla VI.2: Porcentaje de germinacion de las semillas con embrién
obtenidas para cada tipo de polinizacion manual y polinizacion abierta
(control).Cédigos de los tratamientos igual que en la figura 1.

Tratamiento % Germinacién N. obliqua % Germinacion N. nervosa

I 94,5 94,8
Il 88,9 100
I 94,9 88,5
v 100 84,6
Vv 100 100
VI 54,2 100
Control 84,9 79,2

Discusion

En ambas especies estudiadas se confirma el alto grado de auto-
incompatibilidad mencionado previamente en Nothofagus (Riveros et al.
1995b), y también observado en otras especies emparentadas (Clausen 1966;
Yacine & Bouras 1997; Steiner & Gregorius 1999). En este trabajo la auto-
incompatibilidad no s6lo se evidencid por una baja produccién de semillas sino
que también la germinacién de los granos de polen en las flores pistiladas del
mismo individuo fue notablemente baja. Este resultado sugiere que en
Nothofagus existirian mecanismos de auto-incompatibilidad actuando a nivel de
los estigmas. Para las plantas con flores en general, y dependiendo de los
mecanismos involucrados, el rechazo del polen incompatible en las flores
pistiladas puede observarse en la superficie estigmatica, en el pistilo o en el
ovario. La incompatibilidad expresada en la superficie estigmatica ocurre
cuando la inhibicién del polen incompatible estd dada por el genotipo diploide
de los tejidos parentales (incompatibilidad esporofitica; Gibbs1988; Allen &
Hiscock 2010). Entre las familias del orden Fagales, este mecanismo se ha
observado previamente soélo para la familia Betulaceae (Thompson 1979), en
tanto que para las familias Fagaceae y Nothofagaceae se ha mencionado que
los mecanismos de auto-incompatibilidad actuan a nivel del ovario, previo a la
fertilizacion (Yacine & Bouras 1997; Allen & Hiscock 2010). El presente estudio
indica que, por lo menos en N. obliqua y N. nervosa, la baja proporcién de

semillas viables obtenidas mediante auto-polinizacién seria consecuencia,
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principalmente, de una baja probabilidad de germinacion de polen en los
estigmas. Es decir que en estas especies las barreras contra la endogamia
serian mayormente pre-cigéticas. En principio, podrian operar otros
mecanismos de auto-incompatibilidad; dentro de la familia Fagaceae, estudios
previos demuestran en una misma especie pueden existir mecanismos de auto-
incompatiblidad actuando a distintos niveles, es decir, en forma pre-cigotica (en
el estigma y/o el estilo) y en forma post-cigética (Yacine & Bouras 1997). Las
capacidades germinativas de las semillas con embrién derivadas de auto-
polinizacion y de polinizacion cruzada fueron similares en el presente estudio.
Esto sugiere que, no existirian mecanismos post-cigéticos que induzcan el
aborto de las semillas derivadas de auto-polinizacién, aunque el bajo numero
de semillas derivadas de auto-polinizacion impide sacar conclusiones
categoricas en este sentido. La presencia de barreras post-cigbticas actuando
en el establecimiento temprano de las plantulas aun debe ser evaluada.

Los resultados obtenidos para ambos niveles de andlisis (germinacion
del polen en los estigmas y viabilidad de las semillas) sugieren mayor grado de
interferencia por auto-polinizacién en N. nervosa que en N. obliqua. En la
primera especie, las flores auto-polinizadas 24 hs antes de aplicar polinizacién
cruzada manual (tratamiento IV) mostraron un bajo nimero de granos de polen
germinados en los estigmas. Por el contrario, al aplicar polinizacién cruzada
previamente a la auto-polinizacion y al aplicar ambas polinizaciones
simultaneamente (tratamientos Il y V respectivamente), no se observaron
diferencias en la germinacion de polen en los estigmas con respecto a lo
observado para la polinizacion cruzada manual. En el caso de N. obliqua,
ninguno de los tratamientos de polinizacion mixta se diferenci6 de la
polinizacidn cruzada manual respecto de la germinacidén de granos de polen en
los estigmas. No obstante, las tendencias observadas en cuanto a los numeros
promedio de granos de polen germinado por tratamiento, fueron similares a las
de N. nervosa (menor cuando se aplicd auto-polinizacidén primero; Fig. VI.1), lo
que sugiere que, de haberse usado una muestra mayor quizds se habria
encontrado el mismo resultado. Con respecto a la viabilidad de las semillas,
considerando los resultados de los tres individuos, en el caso de N. obliqua no

se observa una diferencia clara entre los tratamientos de polinizacion mixta y la
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polinizacion cruzada pura. Por el contrario, en los tres individuos de N. nervosa
la aplicacion de auto-polinizacion previamente a polinizacidén cruzada se tradujo
en una menor proporcion de semillas viables con respecto a lo observado para
los restantes tratamientos de polinizacion mixta y a la polinizaciéon cruzada
pura. Es decir que, al menos en N. nervosa seria esperable que la auto-
polinizacion sélo produzca interferencia en caso de ser previa a la polinizacion
cruzada. Esto se ha observado en otras especies (Galen et al. 1989; Scribailo
& Barrett 1994; Cesaro et al. 2004), aunque existen pocos registros sobre
especies arboreas (Steiner & Gregorius 1999). Para Quercus ilex (Fagaceae)
existen reportes que indican que la llegada previa de polen de un arbol a los
estigmas del mismo arbol puede producir el aborto de la flor, afectando la
produccién de semillas (Yacine & Bouras 1997). Cabe mencionar que en ese
caso la incompatibilidad de las flores pistiladas con el polen propio se observo
con mayor intensidad a nivel del estilo, inhibiendo el crecimiento del tubo
polinico, a diferencia con lo observado para las especies aqui estudiadas (a
nivel del estigma).

Observaciones fenolégicas previas sobre N. obliqua y N. nervosa
sugieren altos grados de solapamiento entre los periodos de liberacion de
polen y receptividad de flores pistiladas de un mismo brote anual, lo que implica
alta probabilidad de auto-polinizacién (Capitulo V). Considerando los resultados
de este estudio, podria esperarse que esto afecte negativamente la produccion
de semillas viables principalmente en caso de que la auto-polinizacién preceda
la llegada de polen compatible. Si bien esto no se demostrd en N. obliqua, no
puede descartarse que en lapsos mayores que el aqui estudiado entre auto-
polinizacion y polinizacién cruzada (24 hs) exista algun grado de interferencia,
considerando que en ambas especies se observd una marcada auto-
incompatibilidad. Por lo tanto, es posible pensar que la baja producciéon de
semillas viables a menudo observada en N. obliquay N. nervosa, puede tener
relacion no sélo con las probabilidades de polinizacién, como se mencioné en
el capitulo anterior, sino también con las probabilidades de auto-polinizacién.
Los datos obtenidos sugieren que flores pistiladas auto-polinizadas con
anterioridad a la llegada de polen compatible, pueden perder su capacidad de

produccién de semillas.
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La hibridacién natural entre N. obliquay N. nervosa ha sido mencionada
en numerosos estudios (Stewart 1979; Tuley 1980; Donoso et al. 1990; Gallo et
al. 1997). Sin embargo el grado de compatibilidad entre ambas especies es
poco conocido. En este sentido, el presente trabajo puso en evidencia cierto
grado de variacion inter-individual. En el caso de N. obliqua, en los tres
ejemplares se observé germinacién de granos de polen a partir de la
polinizacion con N. nervosa. Sin embargo, uno de los individuos presenté
mayor niumero de granos de polen germinados y un porcentaje de semillas con
embrion cercano al 30%. Este ultimo dato debe tomarse con cautela, ya que
analisis genéticos realizados sobre los ejemplares germinados al momento de
escribirse esta tesis arrojan dudas sobre la identidad hibrida de los mismos (El-
Mujtar, comunicacioén personal); considerando que los brotes se mantuvieron
aislados por 48 hs después de la polinizacion, no puede descartarse la
polinizacion con polen de individuos co-especificos cercanos. En los dos
individuos restantes de N. obliqua tanto la germinacion de granos de polen en
los estigmas como la produccion de semillas con embrion fue baja. Con
respecto a N. nervosa, la aplicacion de polen de N. obliqua se tradujo, en los
tres individuos estudiados, en una baja germinacién de polen en los estigmas.
Cabe destacar que, si bien en ambas especies la polinizacion inter-especifica
no se diferencié estadisticamente de la auto-polinizacién respecto al promedio
de granos de polen germinados, los numeros maximos observados fueron
notablemente mayores en el primero de esos tratamientos de polinizacién. Los
resultados sugieren que entre N. obliqua 'y N. nervosa existiria compatibilidad
parcial y variable entre individuos. En los casos en los que se observé
incompatibilidad, la misma se notdé a nivel de los estigmas, al igual que lo
observado en cuanto a la auto-incompatibilidad. En estudios recientes sobre
especies del género Quercus, se demuestra que las barreras reproductivas al
cruzamiento inter-especifico son principalmente de tipo pre-cigético, siendo
mas débiles las barreras post-cigéticas (Abadie et al. 2012). Los resultados del
presente trabajo sugieren algo similar para Nothofagus, considerando las
diferencias observadas entre la polinizacidn cruzada intra-especifica y la inter-
especifica respecto a la germinacion de los tubos polinicos y al porcentaje de
viabilidad de las semillas obtenidas. En el caso de N. obliqua, cabe mencionar
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que la capacidad germinativa de las semillas con embrién derivadas de la
polinizacion con N. nervosa, fue menor que en los demas tratamientos.

Entre especies cercanamente emparentadas es comun la ocurrencia de
hibridacién en forma unilateral, actuando sélo una especie como receptora de
polen y otra como dadora (Pandey 1981; Erdogan & Mehlembacher 2000;
Takada et al. 2005). Esto también se ha registrado en géneros emparentados
con los Nothofagus como Betulay Quercus, indicandose que las diferencias en
la produccion de semillas viables relacionadas con el sentido de cruzamiento
varian segun los individuos que se utilicen (Clausen 1966; Steinhoff 1993). En
poblaciones naturales, los hibridos producidos entre las especies aqui
estudiadas ocurren mayormente en la direccién N. nervosa x N. obliqua (Gallo
et al. 1997). Esto ha llevado a pensar que la hibridaciéon entre estas especies
resulta mas compatible en el sentido de cruzamiento mencionado. La baja
cantidad de individuos utilizados en este trabajo y la elevada variabilidad de
respuesta inter-individual impiden establecer diferencias concretas de
compatibilidad inter-especifica relacionadas con la direccion de cruzamiento.
No obstante, los resultados aqui obtenidos sugieren algun grado de
compatibilidad en sentido N. obliqua x N. nervosa, sobre todo considerando lo
observado respecto de la germinacién de granos de polen en los estigmas. Por
otra parte, no pueden descartarse barreras post-cigoticas en el cruzamiento N.
obliqua x N. nervosa.

Las limitaciones en el tamafo de la muestra utilizada impiden efectuar
generalizaciones a nivel de especie en cuanto a la magnitud de aspectos tales
como auto-incompatibilidad, auto-interferencia y compatibilidad inter-especifica.
Sin embargo, realizar estudios de este tipo utilizando un alto niumero de
ejemplares resulta dificultoso en Nothofagus por varios motivos. En primer
lugar no siempre es posible contar con muchos ejemplares de ambas especies
florecidos en el mismo afno y en sitios cercanos. Por otra parte, debido al alto
namero de polinizaciones efectuadas en cada ejemplar, es necesario que los
mismos presenten gran cantidad de flores. Al inicio del trabajo de campo se
seleccionaron algunos arboles mas que los aqui presentados, los cuales, 0
bien presentaron escasa cantidad de brotes floriferos o presentaron
mayormente flores estaminadas y pocas flores pistiladas (el reconocimiento de
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yemas floriferas se realiza mediante la identificacién de las flores estaminadas).
Por ultimo, considerando el método de polinizacion utilizado (flor por flor con
pincel) y la gran cantidad de flores por arbol que deben ser polinizadas, es
dificil utilizar muchos ejemplares por cuestiones logisticas. Trabajos previos en
Nothofagus han utilizado tamafos de muestra similares al presentado en este
estudio (Riveros et al. 1995b). Parte de los resultados aqui presentados
confirman los obtenidos en el trabajo citado respecto a la auto-incompatibilidad
en N. obliqua. Asimismo, dicha informacion es ampliada, al observar la
germinacién de los granos de auto-polen en los estigmas, y extendida a N.
nervosa.

Conclusiones

En el presente trabajo se demuestra que, en N. obliqua y N. nervosa, el
estigma actuaria como una primera linea de prevencion de la auto-fecundacién.
La presencia de polen propio sobre los estigmas con anterioridad a la llegada
de polen de otros arboles de la misma especie (polen ajeno) reduce las
probabilidades de formacién de tubos polinicos a partir de polen ajeno, en
especial en N. nervosa. Adicionalmente, en dicha especie, la auto-polinizacion
previa a la polinizacién también deriva en una reduccion en la produccion de
semillas viables. Se confirma cierto grado de inter-fertilidad de estas dos
especies, si bien se evidencian altos niveles de variacion entre individuos en el

grado de compatibilidad inter-especifica.
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Conclusiones, Interrogantes v Perspectivas

En los Nothofagus estudiados no existen diferencias cualitativas en la
produccion de flores entre ejes de distintas categorias; excepto el tronco,
los demas ejes son capaces de producir ambos tipos de flores. Tanto en
las ramas principales como en las ramas secundarias y las cortas brotes
con mayor numero de nudos producen también mas flores. Es decir que
las flores estan distribuidas en distintas zonas de la copa. Esto podria
compensar el hecho que, debido a su pequeio tamafno y a sus estigmas
poco destacados, las flores pistiladas tendrian baja eficiencia de captura

de polen.

Las inflorescencias estaminadas y pistiladas de estas especies
mayormente conviven en los mismos brotes, aunque también pueden
formarse brotes que so6lo portan inflorescencias estaminadas,
generalmente los de menor tamarno. La relacién entre el tamano de los
brotes y su sexualidad es mas evidente en N. nervosa. El alto costo de
la floracion (en términos de meristemas dedicados a la produccién de
flores) no impide que los ejes encargados de la expansion lateral de la
copa (las ramas principales) mantengan esta potencialidad a partir de la

produccién de yemas y ramas.

La formacion de semillas viables depende de la posicion de las flores en
la copa (en altura y en distancia al tronco). Estos resultados no parecen
relacionarse con la distribucién de recursos en la planta, sino con las
probabilidades de polinizacién. La posicion de las flores pistiladas dentro
del brote florifero no incidiria sobre sus probabilidades de produccion de

semillas viables.
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El patron de periodicidad en la produccion floral de N. obliqua y N.
nervosa difiere entre individuos. No se identificaron aspectos

estructurales o de desarrollo que pudieran inducir estas diferencias.

Las flores pistiladas de N. obliqua pueden estar receptivas desde el
momento de antesis (determinada por la exposicion por despliegue de la
hoja tectriz) y hasta por los 15 dias posteriores. Un maximo de
receptividad ocurriria entre tres y seis dias después de la antesis. En
ambas especies existiria alta probabilidad de auto-polinizacién durante
el periodo de receptividad de las flores pistiladas. La velocidad de
maduracion de las flores estaminadas varia notablemente con las
condiciones de temperatura y humedad ambiental, por lo que las
probabilidades de auto-polinizacién y polinizacién cruzada pueden variar

significativamente entre anos.

La auto-incompatibilidad en ambas especies se expresa a nivel de los
estigmas, donde se observan bajas probabilidades de germinacién de
granos de polen del mismo individuo; esto se traduce en una baja
proporcién de semillas viables. El grado de compatibilidad inter-

especifica es variable entre individuos.

La auto-polinizaciéon previa a la polinizacién cruzada interfiere en la
germinacién de los granos de polen compatible en los estigmas vy, en el
caso de N. nervosa, se traduce en una menor produccién de semillas
viables con respecto a lo obtenido mediante polinizacién exclusivamente
cruzada. Las elevadas probabilidades de auto-polinizacion podrian
afectar negativamente la viabilidad de las semillas, principalmente en N.

nervosa.

La disponibilidad de polen compatible de otros individuos al momento de
antesis de las flores pistiladas seria el principal condicionante de la
produccion de semillas viables en poblaciones naturales de estos

Nothofagus. Asimismo, la auto-polinizacion también debe considerarse
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en este sentido, ya que puede afectar negativamente la produccién de
semillas viables.

Interrogantes y Perspectivas

¢ Qué factores determinan las diferencias observadas en la proporcion
de semillas viables derivadas de flores de distinta ubicacion en la copa?
Estudios tendientes a comparar el flujo polinico en diferentes sectores
de la copa serian de utilidad para abordar este interrogante.

¢, Qué factores condicionan la variacion inter-anual de la produccion de
flores de Nothofagus spp.? Para ello seria necesario contar con
poblaciones coetdneas de ejemplares adultos en sitios ambientalmente

homogéneos que pudieran ser monitoreadas a largo plazo (> 10 anos).

¢A qué se deben las grandes diferencias inter-individuales observadas
respecto del grado de compatibilidad entre N. obliqua y N. nervosa?
¢, Podrian relacionarse con variaciones genéticas? Ampliar estos
estudios ayudaria a comprender la dinamica de hibridacion entre estas

especies.
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