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INFLUENCIA DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DE POLINIZACION
SOBRE CARACTERISTICAS FISICAS Y FISIOLOGICAS DE SEMILLAS DE
Oreocallis grandiflora (ILAM) R. BR. (PROTEACEAE).

RESUMEN

El estudio compar¢ la produccion y calidad de semillas de Oreocallis grandiflora entre
cuatro tratamientos de polinizacion. Las variables de respuesta fueron: El nimero de
semillas por fruto (analizado con Modelos Lineales Mixtos); el tamafio y peso de
semillas frescas, y el incremento en masa luego de la imbibicién (test ANOVA); y los
patrones temporales de germinacion (prueba Log-Rank). Ninguna prueba estadistica
tuvo diferencias significativas entre tratamientos. Los resultados sugieren que la
calidad fisica y fisioldgica de las semillas de esta especie no est4 relacionada con el
agente polinizador. La especie es autocompatible y produce semillas con alta
capacidad germinativa (97% entre 7 y 9 dias) sin importar su origen polinico. Estas

caracteristicas calificarian a la especie como generalista.

Palabras Clave: Polinizacion, germinacion, Oreocallis grandiflora, especie
generalista, matorral himedo montano.
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INFLUENCE OF DIFFERENT POLLINATION TREATMENTS ON PHYSICAL AND
PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF Oreocallis grandiflora (LAM) R. BR.
(PROTEACEAE) SEEDS

ABSTRACT

This study compared the production and quality of Oreocallis grandiflora seed among four
pollination treatments. The response variables were: number of seeds per fruit (analyzed with
Mixed Linear Models); size and weight of fresh seeds; increase in mass after imbibition
(ANOVA test); and temporary germination patterns (Log-Rank test). None of the statistical tests
had significant differences between treatments. The results suggest that the physical and
physiological quality of the seeds of this species is not related to the pollinating agent. The
species is self-compatible and produces seeds with high germination capacity (97% between 7

and 9 days) regardless of their pollen origin. These characteristics would qualify the species as
generalist.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DE POLINIZACION
SOBRE CARACTERISTICAS FISICAS Y FISIOLOGICAS DE SEMILLAS DE
Oreocallis Grandiflora (Lam) R. Br. (PROTEACEAE)

INTRODUCCION

Las angiospermas co-evolucionaron con organismos capaces de brindar una polinizacion
exitosa desarrollando estructuras atractivas donde ofrecen recompensas (néctar y polen,
calor, sexo) por la labor del polinizador (Friis et al., 2010; Lunau, 2004; Neiland y
Wilcock, 1998; Thien et al., 2000). Desde el Cretacico, donde los insectos eran los
polinizadores por excelencia (Dilcher, 1979; Friis, 2000), hasta hoy en dia donde el
radio de polinizadores se ha ampliado hasta abarcar diversidad de taxas de vertebrados
como mamiferos (Carthew y Goldingay, 1997; Cocucci y Sérsic, 1998; Wester, 2015;
Zoeller et al., 2016) y reptiles (Olesen y Valido, 2003; Ortega-Olivencia et al., 2012;
Traveset y Séez, 1997) la mision de los polinizadores para con las plantas es asegurar la

entrega de gametos masculinos en el estigma (polinizacion).

La polinizacion depende de muchos factores intrinsecos de las plantas como
disponibilidad suficiente de nutrientes (Burkle y Irwin, 2009; Cardoza et al., 2012;
Gudade et al, 2016; Tamburini et al., 2016), o, tasas de produccion fotosintética altas
(Kudo et al., 2008; Willmer, 2011; S. Zhang et al., 2005); pero también, depende de la

intervencion y desempefio del factor externo que permite la unién de gametos de distinta
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procedencia parental, la efectividad del polinizador (Carr y Davidar, 2015; Giannini et
al., 2015; L&zaro et al., 2015).

La efectividad del polinizador o efectividad de polinizacién se puede medir a traves del
namero de frutos formados (Albano et al., 2009; Huda et al., 2015; Jacobs et al., 2010),
el niumero de semillas obtenidas de una flor (set de semillas) (Dieringer, 1992; Rafferty
y lves, 2012) o en base a su calidad fisica y fisiologica (Gomez, 2000; King et al., 2013;
Rianti et al., 2010). En muchos casos el nimero de frutos que se obtienen a partir de una
polinizacion exitosa, no se traduce precisamente en semillas fértiles y puede existir un
porcentaje de semillas abortadas (Calvifio, 2014; Collevatti et al., 2009; Ké&rkk&inen et
al., 1999; Morales et al., 2013). Hablar de la efectividad de polinizacion, o de un
polinizador al reducirla a la produccién de frutos o semillas es tocar el tema de manera
muy somera, pues la polinizacion es un fenémeno de comunidad en los ecosistemas y se
conforma de muchos factores y componentes (Knut y Van der Pijil, 1979), y tratan de
develarse a través de lo que han denominado Sindrome de Polinizacién, conjunto de
caracteristicas de la flor, que atraen a polinizadores especificos hacia flores particulares
que permiten que se alimenten y excluyen a otros visitantes que podrian usurpar los

recursos florales (Fenster et al., 2004; Ollerton et al., 2009).

El sindrome de polinizacion, en muchos casos no explica definidamente el grupo
polinizador objetivo que tiene un aparato floral, como es el caso de la subfamilia
Grevilleoideae (Fam. Proteaceae), donde a pesar de mostrar rasgos morfoldgicos florales
aptos para murciélagos (Fleming et al., 2009), son visitados por mas grupos taxonémicos
reportando casos exitosos de polinizacion (Landazuri-Paredes et al., 2015; Schmid et al.,
2015; Whelan y Burbidge, 1980; Zoeller etal., 2016) y existe frecuentemente
autopolinizacion con reportes de produccion altos de frutos y semillas (Ayre et al., 1994;
Forrest et al., 2011).

Para Proteaceae de manera general, independientemente del origen polinico, las tasas de

aborto en flores y frutos son elevadas (Ayre y Whelan, 1989; Collins y Rebelo, 1987,
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Goldingay y Carthew, 1998). Las semillas supervivientes a eventos abortivos son pocas
(Ayre y Whelan, 1989) y sus cualidades y cantidades varian entre géneros y especies lo
que indica la existencia de especies autocompatibles (Ayre et al., 1994; Steenhuisen y

Johnson, 2012) y no autocompatibles (Cadzow y Carthew, 2000; Heliyanto et al., 2005).

Oreocallis grandiflora es una especie Proteaceae (sub. Fam. Grevilleoideae), que no es
la excepcion. Ha reportado altas tasas de autofecundacion que generan exitosamente
frutos y que no difieren de las obtenidas con los visitadores florares (animales) en la
zona sur de Azuay (Ecuador) (Céardenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera,
2016). Mientras que en una poblacion de Perd se descartd influencia de la
autopolinizacion sobre la produccion de frutos, sin embargo, se encontré una influencia
negativa de la autopolinizacion en la masa de las semillas (Hazlehurts et al., 2016). Pese
a ello, las dos poblaciones, O. grandiflora invierten recursos y energia en la formacion
de cuantiosos aparatos florales vistosos, con produccion variante durante todo el dia
(mafana-tarde y noche) de néctar, para atraer polinizadores diurnos y nocturnos en la
poblacién de Ecuador (Cardenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016)
y con produccién variante mayoritariamente diurna en la poblacién de Pert (Hazlehurts
et al., 2016).

Ante la informacién obtenida localmente sobre la ecologia reproductiva y polinizacion,
hasta la instancia de fruto, fue pertinente el recabar informacion en la produccion y
calidad de las semillas, para de esta manera conocer las semejanzas y diferencias a nivel
de poblacion y conocer la estrategia reproductiva de O. grandiflora frente a los diversos
polinizadores y origen polinico. En este trabajo, se realizaron pruebas de laboratorio
como: numero de semillas por foliculo, peso de semillas, tamafio de semillas, imbibicion
y germinacion sobre las semillas de frutos que tuvieron como origen cuatro tipos de

polinizacion (Visitador Nocturno, Visitador Diurno, Control y Exclusion Total).
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CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS

1.1 Area de Estudio

La presente investigacion se realizo en la Estacion cientifica “El Gullan” perteneciente a
la Universidad del Azuay ubicada en la comunidad de Virgen de La Paz, parroquia El
Progreso del canton Nabdn, de la provincia del Azuay en las coordenadas 3°20°17”°Sur y
79°10°17”Qeste (Figura 1.1).
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La extensiéon aproximada de la estacion es de 136 hectareas destinadas a diversos usos
de suelo. Destacan las plantaciones de pino, zona de pastoreo, chaparro y bosque
montano. La topografia del terreno es irregular, con pronunciadas pendientes y pequefios
valles presentando varios micro-habitat. En cuanto a su estado de conservacion, se trata
de una zona intervenida en recuperacion, que soporta una carga de uso mediana con
actividades cientificas, recreacionales y de subsistencia (pastoreo de ovejas y alpacas)
(IERSE, 2003; Municipalidad de Nabon y Universidad de Cuenca, 2010).

Se encuentra en una altitud entre los 2900 y 3100 m.s.n.m. y posee una temperatura que
oscila entre los 6° y 18° Celsius. Tiene un régimen hidrico de dos picos anuales (febrero-
mayo Yy noviembre-diciembre) con una precipitacion anual media de 500mm (INAMHI,
2012; MAE, 2013).

Los experimentos previos que sirvieron de base para este estudio fueron realizados
también en la Estacion cientifica “El Gullan” y tuvieron como objetivo determinar la
contribucion de visitadores florales en la polinizacion de O. grandiflora, mediante
tratamientos de exclusion planta-polinizador. Estos experimentos estuvieron ubicados en

las zonas de matorral abierto donde O. grandiflora es abundante y conspicuo.

1.2 Especie de Estudio

Oreocallis grandiflora (Lam.) R.Br. 1810 pertenece al orden de las Proteales, familia
Proteacea, subfamilia Grevilleoideae Engl., tribu Embothrieae Reichb., subtribu
Embothriinae Endl. Es una especie nativa de los Andes de la Sierra Norte del Pert y
Centro-Sur del Ecuador (Jorgensen y Leon-Yéanez, 1999; Muriel, 2008; Pretell et al.,
1985; Weston y Barker, 2006).

En Ecuador, esta especie se encuentra en Bosque Nublado Montano, Bosque Nublado
Montano Bajo y Matorral Himedo Montano (Muriel, 2008) incluso Paramo (Mena
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Vasconez y Hofstede, 2006). Crece entre los 1000 y 4000 msnm (Gonzales et al., 2011,
Jorgensen y Ledn-Yéanez, 1999; Pretell et al., 1985; Reynel y Marcelo, 2009).

O. grandiflora es un Arbolito que alcanza una altura entre los 3 a 7 metros. Presenta
hojas simples, coriaceas, sin estipulas, elipticas, que en sus etapas de retofio las recubre
una pubescencia rojiza en el haz y el envés, mientras que en la madurez el haz se
presenta liso en el envés la pubescencia esta presente en las venas principales. Presenta
inflorescencias en cimas, conspicuas y color que puede variar entre el blanco y blanco-
rojizas o blanco-rosado, con ejes pruinosos o ferrugineo-puberulentos en promedio 21
inflorescencias por individuo (Pretell etal., 1985; Serrano, 1996; Ulloa y Jorgensen,
1995). Muestra flores bisexuales de 4 a 5 centimetros de longitud en promedio 56 por
inflorescencia. Los tépalos estan unidos formando un tubo estrecho y largo que se abre
en un costado en la antesis. Estambre fusionado basalmente con los tépalos, cuyas
anteras son ovadas; glandula hipogina solitaria formando un disco semilunar, carnoso,
escasamente lobulado; ovario estipitado con numerosos &vulos superpuestos
parcialmente en dos series y carpelo ubicado diagonalmente (Ulloa y Jorgensen, 1995;
Weston, 2007; Weston y Barker, 2006).

Los frutos, son foliculos coriaceos alargados con cascara lisa, cilindricos, de 10 a 15
centimetros de longitud y 1,5 a 3 centimetros de didmetro. En su interior contienen
numerosas semillas dispuestas en dos hileras. Las semillas son aladas, aplanadas y
elipticas con un tamafio que oscila entre 0,5 y 0,6 centimetros. Los frutos estan
disponibles a lo largo del afio (Reynel y Marcelo, 2009; Serrano, 1996; Ulloa y
Jorgensen, 1995; Weston y Barker, 2006). Tanto flores como frutos tienen un gran
namero de abscisiones (abortos) presentando una baja tasa de fructificacion respecto a
las flores generadas (Cardenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016;
Landazuri-Paredes et al., 2015). Pese a ello, O. grandiflora forma parte de un complejo
sistema de redes gracias a sus flores, frutos y semillas que son recursos requeridos y
preferidos por micro-mamiferos (Cricetidae spp.), mamiferos voladores (Anoura

geoffroyi), aves, como colibries (Aglaeactis cupripennis, Metallura tyrianthina,
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Ramphomicron michrorhynchum, Heliangelus viola, Lesbia victoriae, Eriocnemis
luciani, Lafresnaya lafresnayi, Coeligena iris) y matorraleros como Atlapetes
latinuchus, también se pueden notar otros grupos animales alimentandose de los
recursos (Cardenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016; Landazuri-
Paredes et al., 2015; Nieto y Silva, 2012; Serrano, 1996).

En cuanto a requerimiento de habitat, O. grandiflora es una especie que no requiere
suelos ricos en nutrientes por lo que crece normalmente en suelos en formacion, con pH
acido y muy delgados (Pretell et al., 1985). Estas caracteristicas favorecen su uso en
cercas vivas, para proteger laderas y generar hébitat para fauna (Crespo, 2014;
Fernandez et al., 2009; Pretell et al., 1985).

Finalmente, para O. grandiflora el desempefio germinativo de las semillas en
laboratorio, es elevado, presentando patrones de germinacion relativamente rapidos:
entre 6 y 12 dias con una germinacion de 98% del total de semillas (Crespo, 2014).
Prettell et al. (1985) sefiala que tiene un tiempo de germinacion maximo de 15 dias y con
semillas frescas alcanza un porcentaje de germinacion de hasta el 97%, mientras que
Reynel y Marcelo (2009) sefialan un tratamiento pre germinativo con remocion del ala y
remojo en agua por 48 horas, con un tiempo de germinacion maximo entre 14 y 25 dias,

que reporta el 90 a 97% de germinacion.

1.3 Metodologia

1.3.1 Disefio Experimental

El disefio experimental del presente estudio se baso en el usado por Landazuri-Paredes y
Mogrovejo-Barrera (2016) para probar la contribucion de visitadores nocturno y diurnos
en la polinizacién de O. grandiflora mediante el uso de cuatro tratamientos de
polinizacién; 1) Control (CTRL), inflorescencias marcadas a las cuales no se les aplic
ningun tratamiento. 2) Visitador Nocturno (VN), inflorescencias aisladas en la mafiana y
abiertas completamente desde horas crepusculares hasta antes del amanecer. 3) Visitador
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Diurno (VD), inflorescencias aisladas completamente en la noche y que permanecian
abiertas desde la mafiana hasta horas crepusculares. 4) Exclusion Total (FULL),
inflorescencias en asilamiento completo durante todo el tiempo del experimento, es decir

durante el tiempo de formacion de los frutos (ovarios o gineceos engrosados).

Los tratamientos a su vez, eran dispuestos en el espacio en Bloques (dobletes) que
estuvieron montados entre 1 par de arboles proximos entre ellos, de maximo 10 metros
de distancia. Un par de tratamientos, en un par de inflorescencias en cada arbol: VN/VD
y CTRL/FULL; es decir, un par de inflorescencias de visitadores nocturnos y diurnos,
para un arbol; y otro par de inflorescencias de control-exclusion para otro arbol (Figura
1.2).

Control
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Figura 1.2. Esquema de disposicion de los tratamientos en los &rboles pareados. Se presentan los tratamientos Visitador Nocturno
(NV), Visitador Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusion Total (FULL). Los arboles de un mismo Bloque tuvieron una distancia
méxima de 10 metros entre ellos.

A los arboles dentro de sus respectivos Dobletes se les asignd una numeracién del 1 al

54 ocupando una nomenclatura bimodal (Texto-numeérica) respecto al nimero del punto
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que el arbol representaba en el gps, por ejemplo: VNO1, VD01, CTRL02, FULLO02, asi
sucesivamente hasta el punto 54.

En el campo fueron otorgados los numeros impares a los tratamientos Visitador
Nocturno (VN) y Visitador Diurno (VD) y los numeros pares a (Control CTRL) y
Exclusion Total (FULL), teniendo al final repeticiones de los tratamientos VN y VD de
dos en dos del 1 al 53, y repeticiones de dos en dos del 2 al 54 de los tratamientos

CTRL y FULL, cubriendo asi los 27 Dobletes establecidos en un inicio, (Anexo 1).

En el presente trabajo se utilizaron los niveles de Doblete/Bloque, Planta-Tratamiento,
Tratamiento y Foliculo. Para el analisis de nimero se semillas se utilizaron todos estos
niveles. Para el analisis de tamafio, peso, imbibicion y germinacién se utilizaron los
niveles de Doblete/Bloque, Planta-Tratamiento y Tratamiento; la discriminacion del
nivel de Foliculo hizo factible el ejercicio de estas pruebas.

1.3.2 Recoleccion de Frutos

Los arboles de O. grandiflora fueron visitados una vez por semana durante 28 semanas
desde Diciembre del 2015, con el afan de evitar la pérdida de las semillas al momento de
la dehiscencia (apertura natural del foliculo en la sutura). La recoleccion fue entre los
meses de abril y julio del 2016, es decir 14 semanas.

La remocion de los frutos fue manual en el inicio del estado dehiscente (Anexo 2) v,
para su traslado, fueron depositados en fundas plasticas con cierre hermético las cuales
fueron etiquetadas con el codigo Planta/Tratamiento, el numero de frutos colectados y la
fecha de coleccidn (Anexo 3). En total fueron colectados 285 frutos de 44 arboles, méas
18 frutos perdidos por herbivoria, enfermedad, aborto, desecamiento (Anexo 4) o

secuestro (Anexo 5) en el tiempo del monitoreo. Después de cada campafa coleccion,
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los frutos fueron ingresados al Laboratorio de Ecologia y Manejo de Plantas Nativas de
la Universidad del Azuay, donde fueron procesados para las pruebas posteriores.

1.3.3 Procesamiento de frutos y semillas en laboratorio

Los frutos colectados fueron puestos a disecar en estructuras adaptadas a manera de
tendederos con un orificio por donde se ensartaban los pedunculos y permanecian en ese
estado, colgados, como maximo 4 dias (fig. 1.3A). Asi se les otorgaba el tiempo
suficiente para completar la dehiscencia. Los foliculos se colgaron separados segun su
procedencia (Planta/Tratamiento), cada grupo de frutos del mismo arbol se suspendia
sobre fundas de papel, las cuales actuaron como receptores de las semillas en caso de
desprendimiento del material (fig. 1.3B). Cuando los frutos se mostraban enteramente
abiertos al término de secados, se removia las semillas manualmente con ayuda de
pinzas entomoldgicas y bisturi, removiendo el ala y cualquier estructura de naturaleza
membranosa que estuviera adherida (fig. 1.3C). Se las disponia en cajas Petri
conservando su estatus en el etiquetado que constaba del nimero de lote, es decir, la
fecha de coleccion de las semillas y el codigo Planta/Tratamiento (fig. 1.3D).
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Figura 1.3. Procesamiento de frutos y semillas en el laboratorio. A) Fruto colgado por su peddnculo en el tendedero para secado al
ambiente. Los frutos dehiscentes se secaron por 4 dias para evitar cualquier interferencia del tiempo post-cosecha sobre el
rendimiento de las semillas. B) Fundas de papel usadas como captadores de semillas. C) Semilla integra, después de la remocion de
la escama ovular (membrana color café oscuro) y del ala (membrana en el mismo color de la semilla). D) Semillas clasificadas con
respecto a su foliculo de origen.

1.3.4 NUmero de Semillas

Se contaron el nimero de semillas por foliculo por Planta/Tratamiento de cada Lote
obtenido. Los foliculos fueron abiertos con un bisturi 0 a mano, mientras que las

semillas fueron removidas con pinzas entomoldgicas y depositadas en cajas Petri.
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Las semillas de foliculos que tuvieran un mismo origen (Planta/Tratamiento) compartian
la misma caja una vez que eran contadas por separado y se etiquetaron con el mismo

estatus que compartian (Lote y Planta/Tratamiento) (Anexo 6).

A las semillas se las separ6 en tres grupos segun sus caracteristicas morfoldgicas:
Semillas Desarrolladas, semillas con caracteristicas que podian dar indicios de
viabilidad, como las semillas hinchadas, semillas que presentaban turgencia (fig. 1.4A-
1.4D) y aquellas que presentaban una aparente hinchazén en la zona embrionaria (fig.
1.4B-14E) (De Luca, 2010; Sanchez, 1991; Schmidt, 2000). Semillas No
Desarrolladas, semillas planas o secas (fig. 1.4C-1.4F). Semillas Totales, la cantidad
total de semillas que tuviera un foliculo (sumatoria de Semillas desarrolladas y no

desarrolladas).

Figura 1.4. Vista de Semillas Desarrolladas y Semillas No Desarrolladas en acercamiento frontal (A, B, C) y lateral (D, E, F). Se
aprecia: la vista de una semilla turgente o hinchada (A-D), una semilla que tiene un pequefio hinchazoén en la zona embrionaria (B-
E), consideradas Semillas Desarrolladas, y una semilla plana, considerada Semilla No Desarrollada (C-F).



Neira Garcia | 14

Para dar soporte a esta clasificacion y al uso de la caracteristica “minima hinchazén en la
zona embrionaria” como caracteristica de semilla desarrollada, se realizaron pruebas
complementarias de Tetrazolio con el afan de comprobar que las semillas casi planas
que presentan una minima hinchazon en la zona embrionaria, demuestran igual
viabilidad que las semillas hinchadas y turgentes. La Prueba de Tetrazolio (TZ), también
llamada, Prueba Topogréafica de Tetrazolio (TTZ) es la mas usada para examinar la
viabilidad de semillas. Se basa en la actividad de las des-hidrogenasas, enzimas tipicas
de los tejidos vivos. El Tetrazolio de color amarillo en condiciones estables, reacciona
ante la presencia de la des-hidrogenasa del tejido vivo y lo pinta de color rojo (Schmidt,
2000).

Para efectos de la prueba, se colectaron al azar 12 frutos dehiscentes de O. grandiflora
en el mismo sitio de muestreo pero de inflorescencias no marcadas y se extrajo las
semillas. Se ocuparon las semillas desarrolladas ocupando los criterios expuestos
anteriormente. En total 117 semillas con esas caracteristicas se sumergieron en 30ml de
solucion de Tetrazolio al 15%. La inmersion fue durante 24 horas, en un sitio
resguardado de la luz. Al completar la inmersion, se lavaron en agua destilada como
sugiere Schmidt (2000). Se sustrajeron las semillas, se secaron en papel filtro y se las
desprendio el tegumento para comprobar la tincion. Selectivamente se ocuparon seis
semillas como evidencia de posibles escenarios en las semillas desarrolladas (Figura
1.5).
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Figura 1.5. Resultado de la Prueba de TZ en Semillas Desarrolladas. Se observan 4 tipos de escenarios: A) Semilla hinchada que
presentaba hidrolisis de tejido (tejido muerto). B) Semilla con un minimo crecimiento de la parte embrionaria viable. C) Semillas
hinchadas de tejido normal viables. D) Semillas hinchadas de tejido normal no viables.

1.3.5 Tamario de Semillas.

Para realizar las mediciones de tamafio se considerd el eje frontal (respecto a la
disposicion en los foliculos, siendo la cara frontal la que estaba expuesta a la sutura)
donde se tomd las medidas de ancho y largo (Figura 1.6) (Mendizébal-Hernandez et al.,
2006; Mufioz et al., 2001).
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Figura 1.6. Esquema de representacion del eje y dimensiones usadas para las semillas de O. grandiflora.

Se midieron diez semillas por grupo de Planta/Tratamiento/Lote. La medicion se realizo
con un calibrador manual. Los datos fueron expresados en centimetros y tuvieron una
precision de dos decimales (Anexo 7). En el analisis de datos fueron comparados a nivel
de Tratamiento.

1.3.6 Peso de Semillas.

Para el peso se utilizo los datos de las mediciones del peso en seco de la prueba de
imbibicidn, que fueron obtenidos por medio del pesaje de las semillas individualmente
en una balanza digital de quilate marca Pesola, modelo PJS020 (20g x 0,001g/100ct x
0,01ct), como una opcién dptima al no requerir una balanza de alta precision, por el
tamano de la semilla. El peso obtenido fue expresado en gramos (g) con una precision de

107 (Anexo 8). Los pesos se compararon a nivel de Tratamiento.
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1.3.7 Prueba de Imbibicion.

Para determinar los patrones de imbibicion de las semillas se midio el incremento de
masa fresca en cada hora y los datos fueron convertidos a coeficiente de incremento de
masa a partir de la siguiente férmula de porcentaje de incremento de masa de Turner et
al. (2006):

% Incremento de masa= [(Wi-Ws)/Ws]*100, en la que se elimina el factor de

multiplicacién, para quedar:

Coeficiente de Incremento de masa= [(Wi-Ws)/Ws], donde Wi es el peso imbibido y Ws

es el peso seco de las semillas.

Para proceder con la prueba, las semillas se pesaron en seco en una balanza digital.
Luego fueron inmersas en 25ml de agua destilada y puestas a temperatura ambiente
(Cook et al., 2008; Turner et al., 2009) (Anexo 9). La temperatura dentro del laboratorio
vario entre los 14° y 25° Celsius. Los pesajes se hicieron en intervalos de 1 hora a partir
de la hora 0 (inicio de la inmersién) hasta la hora 8, y luego a las 12, 24, 48 y 72 horas
(Cook etal., 2008; Ehiagbonare y Onyebi, 2009; Turner etal., 2009). Para pesarlas
luego de cada inmersidn, fueron sacadas del agua, luego secadas suavemente con papel
filtro asegurando el retiro del agua adherida a la superficie y finalmente puestas en la

balanza (Ehiagbonare y Onyebi, 2009).

En casos donde los grupos de semillas eran numerosos, se los dividié en dos subgrupos
para realizar la prueba en dos dias, a su vez (Anexo 10), a su vez los subgrupos se los
dividié en dos subgrupos mas para realizar el pesaje con una diferencia de media hora
(Anexo 11) para realizar un adecuado pesaje de semillas durante las pruebas. Jamés se
repartia un grupo de semillas perteneciente a un mismo estatus entre dos horas diferentes
0 dos dias diferentes, el grupo del mismo estatus era hecho en la misma hora o en el

mismo dia. Los datos fueron puestos en hojas disefiadas para el proposito, con una
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ordenada disposicion de los datos para los posteriores analisis (Anexo 12). La

comparacion se realiz6 a nivel de Tratamiento.

1.3.8 Prueba de Germinacion.

Acabadas las 72 horas de imbibicion y conservando su estatus, las semillas fueron
puestas en cajas Petri con papel filtro y 5ml de agua destilada. En cada caja se
sembraron entre 10 y 16 semillas. Las cajas fueron puestas en condiciones de laboratorio
en una temperatura promedio de 20° y luz permanente 12 horas al dia. Los registros de
germinacion fueron diarios, hasta un maximo de 25 dias, pues O. grandiflora es una
especie sin dormancia y de patrones germinativos rapidos (Crespo, 2014; Reynel y
Marcelo, 2009).

Las semillas se consideraron germinadas cuando la radicula se hizo visible por fuera de
la testa. Los germinantes fueron puestos aparte en cajas Petri con agua destilada y papel
filtro (Anexo 13) para evitar contaminacion con patdgenos a las semillas no germinantes
(Schmidt, 2000). Al término de los 25 dias, todas las semillas que no presentaban signos
de germinacién eran descartadas. Los registros se realizaron en una ficha de germinacién
adaptada a los requerimientos del trabajo (Anexo 14). Los datos fueron comparados a

nivel de Tratamiento.

1.4 Anélisis de Datos y Estadistica.

Los analisis estadisticos se realizaron en los programas R (version 3.3.1, R Core Team,
2016) y SigmaPlot (versién 12.5, Systat Software, Inc. 2011). Previo al analisis, para
los datos de las pruebas de imbibicion, peso, largo, ancho y nimero de semillas por
foliculo (desarrolladas y totales) se aplicd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las
figuras y gréaficos descriptivos también fueron obtenidos en SigmaPlot y las tablas

simples en Excel.
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Para explorar el efecto de los tratamientos en numero de semillas (totales y
desarrolladas), largo-ancho de semillas y peso de semillas se utilizaron Modelos
Lineales Mixtos (LMM). EI nivel de Tratamiento se us6 como variable fija, y el efecto
de Bloque y Planta/Tratamiento se trataron de manera anidada, como variable aleatoria
(Bates, Machler, Bolker, y Walker, 2015). El paquete estadistico utilizado para analizar
los datos, fue ImerTest v.2.0-32 (Kuznetsova et al., 2016), funcién Imer, que ejecutd
pruebas ANOVA con aproximacion de Kenward-Roger, auxiliar que estima efectos fijos
(Bates et al., 2015).

Para los datos de imbibicién se realizé una Prueba de Varianza por Rangos o Prueba H
de Kruskal-Wallis, que permite el andlisis de méas de dos muestras independientes que
presentan datos no parametricos y establece si estas muestras son o no diferentes (Ailin
Masini et al., 2014; Hernandez-Jaramillo et al., 2012; Ramos-Font et al., 2015). Se
utilizé los datos crudos de imbibicion a la hora 72 de los tratamientos VN, VD, CTRL y
FULL, para conocer si existian diferencias entre los grupos en los valores alcanzados en

esa hora con un intervalo de confianza (o) de 0,05.

Finalmente, para germinacion se usé el Método Kaplan-Meier y la prueba estadistica de
Log-Rank. Este tipo de andlisis son conocidos como Andlisis de Supervivencia o
“Tiempo hasta el evento” (Bland y Altman, 1998, 2004; McNair, Sunkara, y Frobish,
2012). El Método Kaplan-Meier, estima valores probables de cambio de estado hasta el
final de un tiempo determinado (Bland y Altman, 1998; Manish et al., 2010; McNair
etal., 2012; Sedgwick y Joekes, 2013). Presenta una facilidad interpretativa sobre otros
métodos usados para graficar datos germinativos porque permite relacionar
simultaneamente el tiempo y la poblacion reclutada, presentando los puntos en el
tiempo donde ocurren los cambios de estado (cero a uno) (Crespo, 2014; Pérez y
Kettner, 2013; Pintado, 2016). En este caso, arroja la probabilidad de que las semillas en
un estado ausente de germinacion (cero) permanezcan asi hasta el final del tiempo
establecido de 25 dias; por consiguiente estima la probabilidad de ausencia de

germinacion. La prueba Log-Rank permite comparar dos 0 mas grupos de supervivientes
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(germinantes) al probar la hipétesis de que no existe diferencia entre las curvas en la
probabilidad de un evento. No requiere conocer la distribucion de los tiempos de
supervivencia (eventos), ni conocer de antemano la forma de la curva de supervivencia,
lo que se traduce en una ventaja para el andlisis de datos. (Bland y Altman, 2004;
McNair et al., 2012). Con esto se probo si los tratamientos tuvieron o no un efecto sobre

la emergencia de semillas.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

En general se obtuvieron 3201 semillas provenientes de 285 foliculos repartidas de la
siguiente forma entre los tratamientos: Visitador Nocturno (782 semillas), Visitador
Diurno (505 semillas), Control (1285 semillas) y Exclusion Total (629 semillas) (Figura
2.1). Del total de semillas obtenidas, 2223 semillas se encontraban desarrolladas y 978
semillas no desarrolladas (abortadas). Un total de 2000 semillas desarrolladas fueron
empleadas en las pruebas de imbibicién y peso, 1308 semillas desarrolladas para los
datos de tamafio y las 2223 semillas desarrolladas en las pruebas de germinacion.
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Figura 2.1. Desglose comparativo del nimero total de semillas versus el nimero de semillas desarrolladas entre los tratamientos
Visitador Nocturno (VN), Visitador Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusion Total (FULL). La diferencia entre las columnas del
mismo tratamiento evidencia la cantidad de semillas abortadas (no desarrolladas) de ese tratamiento.
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2.1 Numero de semillas totales por foliculo y Numero de semillas desarrolladas por

foliculo

El promedio general entre tratamientos de semillas totales por foliculo fue igual a 11,232
semillas/foliculo con un error estandar 6=0,069 (Figura 2.2); mientras que el promedio
general entre tratamientos de semillas desarrolladas por foliculo fue de 7,8
semillas/foliculo con un error estandar 6=0,159 (Figura 2.2).

12 11,014 11,222 11,232 11,372
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8 . . 7,161 -1

Numero de Semillas por Foliculo
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NV ND CTRL FULL

Tratamiento

I Promedio de Semillas Totales/Foliculo
[ Promedio de Semillas Desarrolladas/Foliculo

Figura 2.2. Promedio de Numero de Semillas Totales por Foliculo y Namero de Semillas Desarrolladas por Foliculo comparando los
tratamientos Visitador Nocturno (VN), Visitador Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusion Total (FULL). Se observan las barras de
error estandar dentro de cada grupo.

Los dos sets de datos en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, fallaron con un p <
0,001 y al aplicar la prueba de ANOVA en los analisis de LMM (Modelos Lineales
Mixtos) no existio diferencia significativa entre los tratamientos para nimero de semillas

totales y namero de semillas desarrolladas (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Prueba ANOVA aplicado a Semillas Totales por Foliculo y Semillas Desarrolladas por Foliculo.

ANOVA df (grados de libertad) X2 p
Semillas Totales 3 1,1309 0,7696
Semillas Desarrolladas 3 1,5088 0,6802

2.2 Largoy Ancho de semillas

Los promedios de largo para VN y VD fueron 0,68 y 0,67 centimetros mientras que
para CTRL y FULL fue de 0,69cm, el promedio méas grande de entre los tratamientos.
En cuanto al promedio en ancho VN y VD presentaron el promedio mas bajo: 0,48cm,
mientras que FULL y CTRL tuvieron en promedio de 0,49 y 0,50 centimetros,
respectivamente (Figura 2.3).
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[ Largo de Semillas
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Figura 2.3. Promedio de largo y ancho de semillas de los tratamientos Visitador Nocturno (VN), Visitador Diurno (VD), Control
(CTRL) y Exclusion Total (FULL). La magnitud en la que se encuentran expresados es centimetros (cm). La escala fue recortada
para facilitar la observacion de las barras error estandar cuyos valores son muy bajos. No existe diferencia significativa entre
tratamientos.
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El promedio global entre tratamientos de largo es 0,69cm, mientras que para ancho es
0,49cm con un error estandar o= 0,002. En la prueba de normalidad de Kruskal-Wallis
fallaron con un p< 0,001 y en la prueba ANOVA de los analisis LMM no existio

diferencia significativa entre los tratamientos para largo y ancho de semillas (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Prueba ANOVA aplicado a Largo y Ancho de Semillas.

ANOVA df (grados de libertad) X2 p
Largo 3 3,9702 0,2647
Ancho 3 5,6545 0,1297

2.3 Peso de Semillas

El peso promedio de los tratamientos VN y VD fue 0,019g, en contraste el tratamiento
FULL presentd un promedio de 0,020g y el promedio de peso maés alto fue para el
tratamiento de CTRL con 0,021g. El peso promedio global entre tratamientos fue de
0,020g, presentando una medida méaxima de peso de 0,049g y una minima de 0,005g,
con un o< 0,001. La prueba ANOVA, dentro de los analisis LMM, no evidencié una

diferencia significativa entre los tratamientos. (p=0,1644; gl=3; x?=5,1025) (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Comparacion del peso promedio, expresado en gramos (g), de semillas los tratamientos Visitador Nocturno (VN),
Visitador Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusion Total (FULL). La escala fue recortada para apreciar las barras de error estandar

cuyos valores fueron muy bajos. No existieron diferencias significativas entre tratamientos.

2.4 Imbibicion

El comportamiento de la curva a lo largo de la prueba presenta patrones similares

(Figura 2.5), de igual forma, en base a la prueba ANOVA, el andlisis de imbibicion que

compara los tratamientos a la hora 72 no presenta diferencia significativa entre los pesos

(p=0,259 y df=3).
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Figura 2.5 Comportamiento de las curvas de incremento promedio de masa (peso) sometiendo a comparacion los tratamientos
Visitador Nocturno (VN), Visitador Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusion Total (FULL) en las pruebas de imbibicién durante
las 72 horas. Diferencia no significativa entre las curvas.

2.5 Germinacion

El porcentaje global de germinacién entre todos los tratamientos fue del 97%. Los
tratamientos mas disimiles fueron VN y FULL con un porcentaje de germinacion del
98% y 96% respectivamente. Sin embargo, la comparacién de las curvas de probabilidad
entre los tratamientos dieron resultados similares con una germinacion rapida que
alcanza su punto mayor entre los dias 7 y 10 y con una probabilidad de ausencia de
germinacién que va del 0,022 del tratamiento VN al 0,044 del tratamiento FULL (la
probabilidad mas baja y la probabilidad méas alta de no emergencia). Para la censura de
datos entre los tratamientos se obtuvo un porcentaje de censura similar, entre el 2% y
4% vy la prueba Log-Rank lo afirma, al estimar una diferencia no significativa entre
tratamientos (p=0,344; gl=3) (Figura 2.6).
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Figura 7.6 Probabilidad de Ausencia de Germinacién para las semillas de los tratamientos Visitador Nocturno (VN), Visitador
Diurno (VD), Control (CTRL) y Exclusién Total (FULL) en un periodo de 25 dias (Método Kaplan-Meier). No existen diferencias
significativas entre los tratamientos. La ausencia de germinacion es baja para todos los tratamientos.
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CAPITULO Il

DISCUSIONES

Los resultados del presente trabajo sugieren que la calidad fisica (tamafio, nimero y
peso) y la calidad fisioldgica (absorcion/ adsorcion de agua y germinacion) de semillas
de Oreocallis grandiflora no esta relacionada con el agente polinizador ya sea este,
visitador nocturno, diurno o polen endogdmico (autopolinizacion), pues las diferencias
encontradas entre los tratamientos de polinizacion no fueron estadisticamente
significativas. Por lo tanto, se considera que no existe un solo polinizador efectivo, si no
que la especie se beneficia tanto de la autopolinizacion como de la polinizacion por

visitadores nocturnos y diurnos.

3.1 Numero de semillas por foliculo (totales y desarrolladas)

O. grandiflora no exhibe diferencia significativa en el niamero de semillas por foliculo
entre los distintos tratamientos. Esto contrasta con el estudio de Hazlehurts et al, (2016)
donde en la poblacion peruana de O. grandiflora, el nimero de semillas del tratamiento
de autopolinizacion dieron un namero significativamente inferior respecto al tratamiento
con polen de origen lejano. De igual forma, contrasta con lo obtenido por Schmid et al.
(2015), donde la autopolinizacion reduce el numero de semillas por fruto en las 7
especies del género Protea (Proteaceae) estudiadas y donde la exclusion de las aves
afecta negativamente la produccion de semillas en 4 especies de las 7 especies del

mismo género.

Se deja claro que en promedio de 11 semillas formadas, 7 semillas llegan a desarrollarse
completamente por lo que el contraste entre semillas formadas y desarrolladas es
evidente. Esta reduccion del numero de semillas en O. grandiflora, seria un suceso
generalizado en la familia Proteaceae que estaria ligado a brindar la mayor

concentracion posible de fosforo a las semillas, aun si esto implica el aborto selectivo de
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otras semillas dentro del foliculo (Lambers, Clode, etal., 2015). La capacidad de
concentrar fésforo en las semillas, es un resultado de la optimizacion del uso del fosforo
disponible, que garantiza la re-movilizacién de este elemento desde las partes muertas a
partes importantes de la planta como rebrotes, frutos y semillas (Lambers et al., 2011;
Lambers, Clode, et al., 2015; Lambers, Finnegan, et al., 2015).

Aunque no existen diferencias estadisticamente significativas, existen pequefias
diferencias en los resultados que indican que los tratamientos Control y Exclusion Total
tuvieron el mayor nimero de semillas totales por foliculo, pero no el mayor nimero de
semillas desarrolladas por foliculo. Esto podria explicarse por la variacion genética que
tiene el polen dependiendo del agente polinizador. Asi, los frutos del tratamiento
Control, al tener una alta variacion de origen polinico (ya que este polen no es de un
vector especifico) presenta el aporte total de polen de los distintos polinizadores de O.
grandiflora, incluidos los de eventos endogamicos; mientras que, los frutos del
tratamiento Exclusion Total (de origen endogamico), aparentemente responden a la
premisa, de que ante una autopolinizacion, las plantas generan una gran cantidad de
semillas (Busch y Delph, 2012); en este sentido, la expresion de una alta cantidad de
frutos producto de la autopolinizacion que ya ha sido reportado en trabajos anteriores
(Cérdenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016) no esta ligada con la
aptitud y viabilidad de las semillas generadas. Por otro lado, el tratamiento Visitador
Nocturno tuvo el mayor nimero de semillas desarrolladas por foliculo, con lo que se
evidencia que el tratamiento Visitador Nocturno, tiene una mayor expresion de semillas
que tienen mas probabilidad de germinar por su aptitud y capacidad germinativa, como
resaltan Dos Santos etal. (2009) y Sosa-Luria et al. (2012). Al no tener datos
concluyentes que soporten estas ideas, se deja en evidencia que O. grandiflora es
factible la endogamia con produccion exitosa de semillas, como en otras especies de
Proteaceas (Ayre etal., 1994; Collins, Walsh, y Grey, 2008; Schmid etal., 2015;
Steenhuisen y Johnson, 2012).
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3.2 Tamano de semillas

El origen polinico no influyo en el tamafio (largo, ancho) de semillas de O. grandiflora,
tal como registra Forrest et al. (2011) con Grevillea mucronulata R. Br. (Proteaceae) en
donde una serie de propiedades de frutos y semillas (incluido tamafio de semillas) no se
ven afectadas por el origen del polen (endogdmico o exogdmico); sin embargo, este
estudio sefiala la importancia que tiene el polen cuyo origen tiene un rango medio (30-50
metros de distancia desde el origen del polen, hasta la planta polinizada) pues tiene el

mejor desemperio para la produccién de frutos y semillas (Forrest et al., 2011).

El hallazgo de que las semillas en el tratamiento Exclusion Total no tuvieron una
reduccién en su tamafio, no tiene un equivalente en Proteaceas, pues el tamafio de
semilla no es tomado como un parametro en estudios para determinar la influencia de la
endogamia. Sin embargo, en otras especies como Crinum erubescens Aiton
(Amaryllidaceae) y Cucurbita moschata (Duchesne) Duchesne Ex Poir. (Cucurbitaceae)
se evidencia una reduccion notable del tamafio de la semilla cuando estas son obtenidas
mediante autopolinizacion (Inacio Cardoso, 2004; Manasse y Stanton, 1991).
Conclusiones similares se hallaron en especies lefiosas neotropicales (Vamosi et al.,
2008). Bajo estas condiciones el tamafio de semilla en Oreocallis grandiflora podria
estar influenciado estrictamente por el control parental, es decir para el tamafio de
semillas en primer plano pesarian factores intrinsecos de la planta como, expresién de
los genes para el crecimiento del endospermo, el marcaje de aminoacidos especificos
para la degradacion y reciclaje de proteinas innecesarias, produccion de suficiente de
fitohormonas, la relacion tamafio semilla/crecimiento de los érganos vegetales, entre
otros (N. Li y Li, 2015).

3.3 Peso de semillas

El peso no se vio influenciado por los tratamientos de polinizacion en O. grandiflora, lo
que contrasta con lo encontrado por Hazlehurts et al. (2016) en una poblacion peruana

de O. grandiflora, en donde se evidencia una reduccion considerable de la masa de las
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semillas obtenidas por autopolinizacién respecto a las semillas obtenidas con polen de
origen lejano. Al parecer el peso de semillas de O. grandiflora para el sur del Ecuador
podria estar condicionado por otros factores diferentes al origen polinico, como
adaptaciones evolutivas de la especie a cada zona en particular donde ocurre, como se
demuestra en especies como Aeschynomene americana L. (Fabaceae), Amaranthus
retroflexus L. (Amaranthaceae) y Potamogeton pectinatus L. (Potamogetonaceae),
donde las semillas presentaron diferencias significativas del peso entre las distintas
poblaciones que ocurrian en distintos puntos geograficos (Z. Li et al., 2015; McWilliams
et al., 1968; J. Zhang, 1998).

En otras especies de la familia Proteaceae se ha evidenciado que no existe influencia en
el peso de los tratamientos de polinizacion aplicados a las semillas, como en el género
Protea (Schmid et al., 2015); en contraste, en otras especies se reporta un mayor peso
de semillas obtenidas a partir de una polinizacion mediada por uno u otro polinizador
(diferentes a autopolinizacion), como es el caso de Banksia ilicifolia y Banksia
spinulosa; ademas se apunta que existe una preferencia polinica para el caso de Banksia

ilicifolia (Heliyanto et al., 2005; Vaughton y Ramsey, 1997).

3.4 Imbibicion y Germinacion

Los tratamientos de polinizacion no influyeron significativamente en la imbibicion y en
la capacidad germinativa de semillas O. grandiflora. Se obtuvo altos porcentajes de
germinacion tanto en semillas obtenidas de autopolinizacién y polinizacion a través de
vectores externos, como reporta Schmid et al. (2015) en pruebas de germinaciéon con
siete especies de Protea (Proteaceae).

A pesar de observarse ligeras variaciones en las pruebas de imbibicion como en
germinacion, estas fueron despreciables, por lo que se confirma la nula influencia del
origen polinico en los procesos germinativos de O. grandiflora. Resultados similares se

obtuvieron en otras especies de Proteaceas de los géneros Grevillea mucronulata, donde
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a pesar de influir el polen segun la distancia de su origen, los efectos de autopolinizacién
y polinizacion cruzada son nulos y en Protea caffra, donde bajo distintos tratamientos de
polinizacién, incluido la autopolinizacion, el porcentaje de germinacién no vario
(Forrest et al., 2011; Steenhuisen, 2012).

3.5 Consideraciones Finales

La capacidad reproductiva, manifestada en la produccién y calidad fisica y fisiologica de
semillas, de O. grandiflora, parece no estar ligada al tipo de polinizador o de
polinizacién, si no a otras variables como, el suelo, amplia gama disponible de

polinizadores y factores intrinsecos de las plantas.

Las caracteristicas quimicas del suelo en el lugar de estudio, pudieron influir en la
capacidad reproductora de O. grandiflora; pues el tipo de suelo encontrado al sur de la
provincia de Azuay, es un suelo mayoritariamente de tipo Dystric Histosols (Buytaert et
al., 2005; Chacon et al., 2015), que presenta baja disponibilidad de fésforo (P), que lo
convierte en un nutriente limitante para las especies vegetales (Bossio y Cassman, 1991,
Buytaert et al., 2005; Chacoén et al., 2015; Chacédn et al., 2003; Nanzyo, 2002). Ante esta
limitacidn de fosforo, ciertas plantas, como las de la familia Proteaceae, han desarrollado
una estrategia importante de absorcién y fijacion de fosforo, que se trata de utilizar
eficientemente el recurso, removilizdndolo de las partes envejecidas a brotes verdes y
partes jovenes, exudando el exceso de fésforo y acumulando fosforo en sus semillas; de
esta manera garantizan en su progenie (semillas) cantidades altas de fosforo para
asegurar una colonizacién exitosa en este tipo de suelos (Lambers et al., 2011; Lambers,
Finnegan, et al., 2015). Por consiguiente, su supervivencia no dependeria directamente
del nimero de semillas aptas para colonizar, pues todas en potencia tendrian las mismas
caracteristicas nutricionales ligadas a un monto fuerte de fésforo en sus tejidos, que les
permite establecerse en ambientes empobrecidos de foésforo (Lambers, Clode, et al.,
2015; Lambers, Finnegan, et al., 2015).
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La disponibilidad de multiples tipos de polinizadores, puede ser otro factor influyente en
la capacidad reproductora de la especie, pues varios autores registran que O. grandiflora
es visitado por distintos grupos animales, desde insectos hasta mamiferos (Céardenas,
2015; Hazlehurts etal.,, 2016; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016;
Landézuri-Paredes etal., 2015). Esta gama de visitadores florales evidencia una
adaptacion tipica de especies hermafroditas como lo sugieren para O. grandiflora y otras
Proteaceas del género Aulax y Leucadendron (Ayre y Whelan, 1989; Céardenas, 2015;
Collins y Rebelo, 1987; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016) que sumada a
su alta tasa de autofecundacion (Céardenas, 2015), podria facultar a la especie a
prescindir de todos o algunos de los polinizadores. Esto puede presentar una ventaja
reproductiva frente a especies que requieren un polinizador especifico. La razon es que
en cuanto disminuye o fluctGa un grupo especifico de visitadores, como ocurre en O.
grandiflora (Landéazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera, 2016), la capacidad reproductora
no es afectada, pues hay otros tipos de polinizadores que reemplazan la ausencia del

grupo polinizador faltante (Waser et al., 1996).

Por ultimo, factores propios de la planta madre pudieron influir en la generacion de
semillas, como la condiciéon intrinseca de expresién del nimero méaximo de
inflorescencias que selectivamente reducen su namero, por ende de frutos y también el
namero de semillas en un foliculo, pudiendo llegar al final de la dehiscencia solo las
semillas méas aptas para germinar (Ayre y Whelan, 1989; Haig y Westoby, 1988; Melser
y Klinkhamer, 2001; Stephenson y Winsor, 1986) o la influencia que tiene la planta
madre sobre su progenie que controla su produccion, sus caracteristicas fisicas
(fenotipo) o fisiologicas (dormancia), o su desarrollo (Chaudhury y Berger, 2001; Lacey
etal., 1997; Roach y Wulff, 1987).
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CONCLUSIONES

e Al igual que con el estudio de la influencia de tratamientos (VN, VD, CTRL y
FULL) en los frutos de O. grandiflora de Landazuri-Paredes y Mogrovejo-
Barrera (2016), en donde no se presentaban influencias de los distintos
visitadores florales, se expone que no existe influencia en las caracteristicas
fisicas y fisiologicas de semillas cuyo origen polinico tuvo distinto

contribuyente.

e Asi como en otras especies de Protedceas que presentan auto-compatibilidad
(Ayre et al., 1994; Cadzow y Carthew, 2000; Forrest et al., 2011; Schmid et al.,
2015; Steenhuisen y Johnson, 2012; Steenhuisen et al., 2012) O. grandiflora
comparte esta caracteristica como sugirieron ya autores como Céardenas (2015),
Landazuri-Paredes y Mogrovejo-Barrera (2016) y Landazuri-Paredes et al.
(2015). La auto-compatibilidad presenta una ventaja reproductiva si los
polinizadores llegaran a escasear; al prescindir de polinizadores aseguran la
produccién de progenie con su propio polen disponible todo el tiempo (Barrett,
2009; Eckert et al., 2006). Las semillas producidas en la autopolinizacion tienen
dos réplicas exactas del material genético del arbol madre; que llega a
conseguirse a un gran coste, pues estas semillas corren el riesgo de presentar
efectos de la depresién endogdmica (como disminucién de su aptitud germinativa
frente a semillas obtenidas de polinizacion cruzada) y expresar alelos recesivos
perjudiciales (Busch y Delph, 2012; Karron et al., 2012; Pannell, 2001).

e La presentacién de inflorescencias conspicuas y abundantes y ovarios con
numerosos évulos que forman numerosas semillas dentro del fruto apuntan a que
Oreocallis grandiflora es una especie generalista (Arroyo et al., 2006; Ayre y
Whelan, 1989; Bawa, 2016; Peng etal., 2014). Varias caracteristicas de la
especie sostienen esta propuesta, los rasgos florales a favor de un solo tipo de
polinizador (murciélagos) (Fleming et al., 2009), que no cambian pese a que los

polinizadores son de diverso tipo (es decir, no hay divergencia floral) (Gomez
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et al., 2015) a més de que la fructificacion que no esta limitada por la cantidad de
polen disponible (Cérdenas, 2015; Landézuri-Paredes et al., 2015), se interpreta
como una tactica evolutiva para maximizar la polinizacion exitosa por medio de
distintos grupos faunisticos (Castellanos et al., 2006). Ademéas de ello, O.
grandiflora exhibe caracteristicas que favorecen el proceso de generalizacion
(Gomez, 2002) como: 1) Fluctuacion de los visitantes florales a través del
tiempo, lo que provoca que la efectividad de polinizacion entre los visitadores
sea cambiante y se solapen, es decir, que no haya un solo polinizador efectivo. 2)
Abundancia de visitadores florales que varia espacialmente, tal como lo
demuestra Hazlehurts et al. (2016) en dos poblaciones de O. grandiflora del
norte de Per( y del sur del Ecuador. 3) Producciéon de semillas viables, con
buenas caracteristicas fisicas y alta probabilidad de emergencia, ya sean estas de
origen polinico cruzado o autégamo, que diluye el efecto de los polinizadores
sobre el “fitness” de la planta. 4) Efectividad similar de los diferentes
polinizadores tanto para la formacién de frutos (Landazuri-Paredes y Mogrovejo-
Barrera, 2016) como para la formacion de semillas viables; y 5) Preferencia
similar de distintos grupos visitadores ante sus rasgos florales, como ha sido
reportado por varios autores (Cardenas, 2015; Landazuri-Paredes y Mogrovejo-
Barrera, 2016; Landazuri-Paredes et al., 2015; Nieto y Silva, 2012; Serrano,
1996).

Los resultados obtenidos, obedecen a condiciones propias del sur del Ecuador,
tales como polinizadores o tipo de suelo, por lo que es importante hacer estudios
similares en otros ecosistemas donde O. grandiflora esté presente como
Hazlehurts et al. (2016) comparando poblaciones de O. grandiflora para asi
poder ampliar el conocimiento sobre la variabilidad de produccién de frutos y
semillas de respecto a diversos factores en otros ambientes. Es importante
ahondar en estudios de este tipo dentro de valles cercanos con presencia de O.
grandiflora y asi contrastar la respuesta de la planta en distintos rangos
altitudinales, climaticos y con distinto ensamblaje de polinizadores en busca de

un mosaico geografico de especializacion, que es la adaptacion frente a
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polinizadores locales que varian entre dos o mas poblaciones de una misma
especie, para aclarar si esta especie se comporta como en una planta generalista a

nivel de especie pero especialista a nivel poblacion (Thompson, 1994).
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RECOMENDACIONES

e En préximos estudios de deberia incluir a las especies de polinizadores (todos
ellos insectos) que fueron omitidas para efectos de estos experimentos, de esta

manera se tendria la comprension de su influencia o no, en O. grandiflora.

e Los resultados de este estudio sugieren que O. grandiflora es una especie con
gran potencial para la restauracion de ecosistemas degradados, por ser una
especie que se desarrolla bien en suelos empobrecidos de fosforo lo que le
permitiria generar cambios positivos en la estructura del ecosistema; y por otras
caracteristicas como producir un namero considerable de semillas de alta calidad
fisica y fisiologica y con una buena respuesta germinativa (97% en 9 dias).
Adicionalmente, ya que es una especie que atrae multiples polinizadores, su
reintroduccion en paisajes degradados contribuiria también a la recuperacion

funcional de los ecosistemas.
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modal asignado a los tratamientos respecto al arbol en donde estaban instalados.

Anexo 1. Cédigo bi

Anexo 2. Inicio del estado de dehiscencia frutal. A este punto, los frutos que presentaban el corte en la sutura, eran retirados de la

planta y llevados al laboratorio para su proceso y asi evitar la pérdida de semillas.
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Anexo 3. Fundas plasticas con cierre hermético usadas para el transporte de los frutos del campo al laboratorio. Las fundas plésticas
fueron reutilizadas para todas las salidas. Los etiquetados fueron secuenciales y ordenados para facilitar el trabajo en laboratorio.

Anexo 4. Frutos devorados por larva lepidoptera (Lepidoptera spp 1). Casos como estos fueron reportados durante los primeros
estados de maduracion de los frutos.
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Anexo 5. Frutos de O. grandiflora secuestrados presuntamente por especimenes del Orden Rodentia. Los secuestros se dieron solo en
un sector del terreno de experimentacion las semanas del 03 al 17 de junio. Los frutos secuestrados presentaban caracteristicas que
indicaban la cercania de la dehiscencia (observaciones personales).

Anexo 6. Semillas pertenecientes a la misma identidad que eran unidas en una sola caja Petri una vez que era contado el nimero de
semillas por foliculo.
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Anexo 7. Medicién de largo y ancho de semillas. Calibrador manual usado para este fin.

Anexo 8. Balanza utilizada para pesar las semillas de O. grandiflora. Los datos obtenidos tuvieron una precision de 3 decimales.
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Anexo 10. Hoja de registro donde constan semillas de distinto estatus sometidas a pruebas de imbibicion en distinto dia.
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Anexo 11. Hoja de registro donde constan semillas de distinto estatus que fueron puestas a prueba en el mismo dia pero con una

Phad
diferencia de 30 minutos, para facilitar el proceso de secado y pesaje post-inmersion.
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Anexo 12. Hoja re registro usada para las pruebas de imbibicién. En total fueron llenadas 61 hojas de estas al término de las pruebas




Neira Garcia | 61

Anexo 13. Caja Petri con germinantes del mismo estatus. Todos los germinantes de un mismo estatus permanecian en la misma caja
hasta el momento de su siembra.
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Anexo 14. Hoja de registro de germinacion. Cada repeticion (rep) es una caja Petri de un mismo estatus. Los registros terminaron en
el dia 25.
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75 | EX038 | DO19 | FULL | FULL38 | 5| 0 |O|O|O|O|O|O|O|O|lO|O|O|O|O|lO|O|]O|]O|O|O|O|JO]J]O]JO|O|O]|O
76 | EX038 | D019 | CTRL | CTRL38 | 7 7 7 5 514 (4|44 4|4 |4]|4]4]2 1 | 1 |fin|fin|fin| fin|fin|fin|fin|fin| fin | fin | fin
77 | EX039 | D020 | VD VD39 2 2 2 2 2122222 2 2122|222 2|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin| fin|fin|fin
78 | EX039 | D020 | VN VN39 6|6 | 6|6 |6|6|6|6|6|6|6|6|6|6]|6|6/|6]|6/|2]fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin]|fin|fin
79 | EX040 | D020 | FULL | FULL40 (10 {10 |10| 10| 9| 9| 9|9 ]| 9| 9 o|jojo0jojojoj;ojojojojojojojojojo0jofo
80 | EX040 | D020 | CTRL | CTRL40 | 12| 12 (12 | 12 |12 |12 |12 (12|12 |12 |12 |12 |12 (12|12 |12 |12 |12 | 8 | 4 | fin |fin|fin|fin|fin| fin | fin | fin
81 | EX041 | D021 | VD vb41 (O|0O0|O|O0Of(O|lO|lO|lO|lO|O|O|O|O|]O|O|O|O|JO]JOJO]JO|O|O|O|O|O]O]O
82 | EX041 | D021 | VN VN41 313 (333333333 [3|3[3]|2{|1(|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin| fin|fin/|fin
83 | EX042 (D021 |FULL (FULL42 | 1 (1 |1 (21 |1 (1|1 |12 |12 |2 |2 |11 ]|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin
84 | EX042 | D021 | CTRL | CTRL42 | 0O | O |O|O|O|O|jO|O|]O|O|lO|O|JO|O|fO|O|O|]O|]O|O|O|O|O]JO]JO|O|O]|O
85 | EX043 | D022 | VD vb43 (O|O0O|O|O0OfO|lO|lO|lO|lO|O|O|O|O|]O|O|O|O|JO]JOJO]JO|O|O|O|O|O]O]O
86 | EX043 | D022 | VN VN43 313 (3133333333333 |2|2]2]|2/|fin|{fin|fin]|fin]|fin|fin|fin|fin/|fin|fin
87 | EX044 | D022 | FULL | FULL44 | 5 5 5 5 5155|555 5 5|5|5|5|5|5|5|4|4]|3[3]3|3]3] 3 |fin|fin
88 | EX044 | D022 |CTRL ([CTRL44 | 3 | 3 | 3|3 |3|3|3|3|3(3[3[3[3[3(3[3[3[3|3|3|3|3|3|3|3]|1|finffin
89 | EX045 | D023 | VD VD45 1111112122121 |1|1]|1]|1]|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin
90 | EX045 | D023 | VN VN45 414 144|444 |4|4 441414442 ]|1]|1]|fin|fin]|fin|fin|fin]|fin|fin|fin|fin|fin
91 | EX046 | D023 | FULL [FULL46 | 3 | 3 |33 |3 |3|3[3|3|3|[3|3(3|3[3|3|3[3|3|3]|1]21/(fin]|fin|fin|fin]|fin|fin
92 | EX046 | D023 | CTRL | CTRL46 | 5 5 5 5 5155|555 5 515|554 |2 |2]|1]|1]|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin
93 | EX047 | D024 | VD VD47 41 4 4444|444 444|444 (444444 ]3|3|1]|1]fin|fin|fin
94 | EX047 | D024 | VN VN47 1 1 1 1 1({1(1(1]1/|1 1 1 (111 1 (2121|121 |fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin
95 | EX048 | D024 | FULL |FULL48 | 5| 4 |4| 4 |3|2|0|0|O|O|lO|O|O|O|O|O|O|]O|]O|O|O|O|JO]JO]JO|O|O]|O
96 | EX048 | D024 | CTRL | CTRL48 | 7 7 7 7 TV |7 7|7 |7 7 7TV7 7|7 | 7| 7| 7|7|7|7]|6/|6]5]|1]fin|fin|fin
97 | EX049 | D025 | VD VD49 |2 | 2 |2 |2 2|2 |2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2/|21|1]|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin
98 | EX049 | D025 | VN VN4 |O|O|lO|Of|O|lO|lO|lO|lO|O|O|O|O|]O|O|O|O|JO]JOJO|JO|O|O|O|O|O]O]O
99 | EX050 | D025 | FULL |FULL50 | 2 | 2 |2 | 2 |2 |2 |2 |2 |2 2|2 |2|2]|2|2]| 2]|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin|fin| fin |fin|fin
100 | EX050 [ D025 |CTRL ([CTRL50 | 3 | 3 | 3|3 (3|3 |3|3|3|3[3 (3|3 |3[3|3|3[3]|3]|2]fin]|fin|fin]|fin|fin|fin|fin|fin
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101 | EXO51 | D026 | VD VD51 fin | fin | fin | fin | fin | fin | fin | fin | fin

102 | EXO51 | D026 | VN VN51

fin | fin | fin | fin | fin | fin

21212 1 | fin | fin
6 6|6 |5 |4]fin
1 (111 1 | fin | fin

103 | EX052 | D026 | FULL | FULL52
104 | EX052 | D026 | CTRL | CTRL52
105 | EX053 | D027 | VD VD53

fin | fin | fin | fin | fin | fin

0jo0o|j0j0]O0]O

106 | EX053 | D027 | VN VN53
107 | EX054 | D027 | FULL | FULL54
108 | EX054 | D027 | CTRL | CTRL54

wlo|lo|lao|lo|Nv]| o] o
wlo|lsr|la|lo ||| o
wlo|lsa|la|lo|Nv]|o| o
Wl o | dlO|lO | N[ OT|
Wl o ||| N|OT|
Wl o ||| N|OT|
w|lo|ls|b|lo|NM]|o| o
wlo|ls|NM|o|NM]|O|
Wl o | Bd|IDN|IO|IDN|OT|
wlo|ls|NM|o|NM]|O|
wlo|ls|NM|o|NM]|0|
Wl o | Bd|IN|IO|IDN|OT|
Wl o | Bd|IDN|IO|IDN|OT|
wlo|lsa|NM|o|NM]|O| o
wlo|ls|NM|o|NM]|0| o
wlo|lsa|NM|lo|NM|O| N
wlolsa|NM|lo|NM]| |~
wlo|d|NM]| M| | N
NV](olw|NM|lo|NMoN
Rrlo|lr,r|NMo|NM]|

Rrlo|lrRr|lRr|lo|Nvd]|w

Rrlo|lkr|lrRr|lo|N]| -

fin | fin | fin | fin | fin | fin

Anexo 15. Tabla de registro de campo de los frutos que permanecian en los arboles hasta su completa extraccién. Los ceros (0) representa la inexistencia de frutos en los arboles y (fin) la finalizacién de la recoleccién
del total de frutos en los arboles, es decir los llevados al laboratorio.





